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RESUMO
Várias espécies do gênero Pfaffia (família Amaranthaceae), conhecidas
popularmente como “gingeng-brasileiro”, são utilizadas para tratar distúrbios do aparelho
digestivo (OLIVEIRA, 1986). Dentre os vários extratos da Pfaffia estudados em nosso
laboratório, o extrato hidroalcoólico percolado das raízes de P. glomerata foi o que
apresentou maior espectro de ação como protetor gástrico. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi identificar as principais vias envolvidas no mecanismo de ação do efeito
protetor gástrico do extrato hidroalcoólico das raízes de P. glomerata, assim como os
princípios ativos responsáveis por estas ações, através de um fracionamento
biomonitorado.
Foram preparados extratos com diferentes concentrações de etanol (50, 70 e
90%), denominados de EHaP50, EHaP70 e EHaP90, os quais foram testados em modelos
de lesões gástricas e no modelo de hipersecreção ácida gástrica por ligadura pilórica.
O EHaP50 (0,5 g/kg) foi mais efetivo do que o EHaP70 (0,5 g/kg) e o EHaP90 (0,5
g/kg) em proteger a mucosa gástrica contra lesões induzidas pelo etanol, reduzindo em
80% as lesões na mucosa gástrica. A DE50 do EHaP50 no efeito anti-úlcera foi de 314
mg/kg no modelo de lesões induzidas por etanol, de 908 mg/kg no modelo de lesões
induzidas por indometacina, e de 866 mg/kg no modelo de lesões induzidas por estresse.
O fracionamento sucessivo do EHaP50 forneceu frações que foram até 95
vezes mais potentes que o extrato de origem. A última fração ativa obtida (partição 3) foi
a FEB(50), que protegeu a mucosa gástrica contra as lesões induzidas por etanol com uma
DE50 de 3,3 mg/kg. Entretanto, com o armazenamento do material durante um período de 3
a 5 meses, observamos que enquanto o extrato bruto (EHaP50) manteve a atividade
protetora gástrica, a FBut(50) apresentou uma redução da atividade em 44% e a FEB(50)
tornou-se inativa, sugerindo que princípios ativos presentes nas raízes da P. glomerata
perdem a estabilidade na ausência de compostos importantes para a sua manutenção, que
estão presentes no extrato bruto.
Neste estudo o etanol reduziu os níveis de GSH gástricos em 37%, aumentou a
atividade da GST em 22% e reduziu a atividade da NQO1 em 45%, quando comparado ao
grupo não lesado (1198 ± 109 µg GSH/g tecido; 129,0 ± 4,1 nmoles/mg/min e 1346 ± 65
nmoles/mg/min; respectivamente).  O EHaP50 impediu a queda dos níveis de GSH,
impediu o aumento da atividade da GST e impediu a redução da atividade da NQO1
promovidos pelo etanol, sugerindo que na proteção da mucosa gástrica exercida pelo
EHaP50 está envolvida a manutenção de defesas antioxidantes. A FBut(50) impediu a
redução da atividade da NQO1 induzida pelo etanol sem alterar a atividade da GST e os
níveis de GSH, sugerindo a ativação específica desta enzima (NQO1) no mecanismo
gastroprotetor dos constituintes da P. glomerata.
No modelo de hipersecreção ácida gástrica por ligadura pilórica, o EHaP70 (0,5
g/kg) foi mais efetivo do que o EHaP50 (0,5 g/kg) e o EHaP90 (0,5 g/kg) em reduzir a
secreção ácida gástrica. O EHaP70 reduziu a secreção ácida gástrica basal com uma DE50
de 476 mg/kg, reduziu em 35% a secreção estimulada por histamina, em 24% a secreção
estimulada por betanecol, e em 52% quando estimulada por pentagastrina.
A FE(70) foi a única fração ativa do EHaP70 capaz de reduzir a secreção ácida
gástrica (DE50 = 62 mg/kg), sugerindo que nesta fração estão concentrados os princípios
ativos para esta atividade. Além disso, a FE(70) inibiu a H
+,K+ - ATPase in vitro (CI50 = 640
µg/ml) e in vivo em microssomos gástricos isolados da mucosa de coelhos e ratos,
respectivamente, sugerindo que a principal ação responsável pelo efeito anti-secretor de
ácido da P. glomerata seja a inibição da bomba de prótons. A redução do Vmax sem
alteração do Km sugere que a FE(70) produz uma inibição não competitiva da bomba de
prótons.
O EHaP70 (760 mg/kg) também foi capaz de aumentar os níveis de NOx na
secreção, no fundo e na região glandular gástrica em 81, 66 e 66%, respectivamente; e
impediu a queda dos níveis de NOx induzido pelo L-NAME no fundo e na região glandular
gástrica.
A FE(70) (0,1 mg/kg) aumentou em 2,8 vezes os níveis de NOx tanto no fundo
gástrico quanto no plasma e manteve os níveis de GSH em concentrações semelhantes ao
grupo controle, sugerindo que este aumento dos níveis de NO induzido pela FE(70) não é
lesivo às células gástricas.
O aumento de NOx pelo EHaP70 e a FE(70) pode estar inibindo a bomba de
prótons, já que tem sido descrito uma interação entre o aumento da formação de NO e a
inibição da atividade da H+,K+-ATPase (BULET et al., 1999).
Os extratos que apresentaram as atividades gastroprotetora (EHaP50) e anti-
secretora ácida (EHaP70), na dose de 0,1 mg/kg, inibiram o esvaziamento gástrico, mas
não alteraram o trânsito intestinal nem a diarréia induzida por óleo de rícino, sugerindo que
o efeito inibitório dos constituintes presentes nos extratos da P. glomerata sobre o
esvaziamento gástrico não envolve a inibição do tônus parassimpático como um todo.
Sugerimos ainda que neste efeito inibitório possa estar envolvido um mediador gástrico
local, tal como o NO.
O conjunto de resultados sugere que no extrato hidroalcoólico das raízes de P.
glomerata estão presentes princípios ativos capazes de proteger a mucosa gástrica por
mecanismos antioxidantes enzimáticos (GST e NQO1) e não enzimáticos (GSH) e capazes
de inibir a secreção ácida gástrica através do aumento de NO e através da inibição da
bomba de prótons (H+,K+ - ATPase). Estudos químicos por CLAE e 1H-RNM das frações
ativas, indicam a presença de esteróides na FBut(50) e de triterpenos na FE(70) como
compostos majoritários, sugerindo que estes compostos possam ser os responsáveis pelo
efeito gastroprotetor das raízes da P. glomerata.
ABSTRACT
Some species of the Pfaffia genus (Amaranthaceae family), popularly known as
"Brazilian gingeng", are used to treat digestives disturbances (OLIVEIRA, 1986). Amongst
some Pfaffia´s extracts studied in our laboratory, the percolated hydroalcoholic (70%)
extract of P. glomerata roots demonstrated the highest spectrum of action as
gastroprotector. Therefore, the aim of this study was to identify the main pathways involved
in the mechanism of action of the gastroprotective effect of the hydroalcoholic extract of P.
glomerata roots as well as the active principles of this action using bioguided purification.
Extracts of P. glomerata roots were prepared with different concentrations of
ethanol (50, 70 and 90%), named of EHaP50, EHaP70 and EHaP90, that were evaluated in
experimental models of gastric injury and in the model of gastric acid hypersecretion by
pylorus ligature in rats.
EHaP50 (0.5 g/kg) was more effective than EHaP70 (0.5 g/kg) and  EHaP90 (0.5
g/kg) in protecting the gastric mucosa of rats against ethanol injury with an 80% reduction
of the gastric lesions. The ED50 of EHaP50 for the anti-ulcer effect against ethanol-,
indomethacin- and stress-induced injury was 314 mg/kg, 908 mg/kg, 866 mg/kg,
respectively.
The successive partition of EHaP50 supplied fractions up to 95 times more
potent than the original extract. The more purified active fraction obtained after the third
partition was FEB(50), that protected the gastric mucosa of rats against ethanol-induced
injury with ED50 of 3.3 mg/kg. However, storage of the material during a period of 3 at 5
months caused loss of the gastroprotective activity in the FBut(50) by 44% while the FEB
fraction turned inactive, indicating that the active principles of the P. glomerata roots are
instable.
In our study, ethanol reduced the gastric levels of GSH in 37%, increased the
activity of the GST in 22% and reduced the activity of the NQO1 in 45%, when compared
with not injured group (values: 1198 ± 109 µg GSH/g of tissue; 129.0 ± 4.1 nmoles/mg/min
and 1346 ± 65 nmoles/mg/min; respectively). The EHaP50 reduced GSH levels and the
activity of the NQO1 while increased the activity of GST induced by ethanol, indicating that
EHaP50 maintain the antioxidant defenses. FBut(50) reduced the activity of NQO1 induced
by ethanol without altering GST and GSH, indicating specific activation of this enzyme
(NQO1) in the mechanisms of gastroprotection by P. glomerata
In the model of gastric acid hypersecretion by pylorus ligature, EHaP70 (0.5 g/kg)
was more effective than EHaP50 (0.5 g/kg) and EHaP90 (0.5 g/kg) in reducing the gastric
acid secretion. EHaP70 reduced the basal gastric acid secretion with ED50 of 476 mg/kg,
reduced in 35% the stimulated secretion by histamine, in 24% the stimulated secretion by
bethanechol, and in 52% when stimulated by pentagastrine.
FE(70) was the only active fraction of the EHaP70 maintaining the anti-acid activity
(ED50 = 62mg/kg) indicating that this fraction concentrated the active principles for this
activity. Furthermore,  the FE70 inhibited in vitro (IC50 = 640µg/ml) and in vivo the H
+,K+ -
ATPase  isolated from gastric mucosa of rabbits and rats, respectively,  indicating  that the
inhibition of the proton pump is one of the active mechanism for the inhibition of gastric acid
secretion by P. glomerata. A reduction of Vmax with no modification of Km indicated a not
competitive inhibition of the proton pump by the FE70.
EHaP70 (760 mg/kg) also increased the levels of NOx in the gastric secretion, in
the forestomach and in the gastric glandular region in 81, 66 and 66%, respectively; and
blocked the reduction of NOx levels induced by L-NAME in the forestomach and in the
gastric glandular region.
FE(70) (0.1 mg/kg) increased the levels of NOx in 2.8 fold in the forestomach and in
the plasma and kept the levels of GSH unmodified concentrations to the control group,
indicating that circulant levels of NO induced by FE(70) are increased for longer periods and
is not harmful to the gastric cells.
The extracts that were gastroprotective (EHaP50) and anti-secretor (EHaP70)
inhibited the gastric emptying, but did not modified the intestinal transit nor the diarrhea
induced by castor-oil, indicating that the inhibitory effect of P. glomerata on gastric emptying
does not involve the inhibition of parasympatic tonus as a whole. Instead, it is our
hypothesis that this inhibitory effect may be related to a local gastric mediator, such as NO.
Overall the results indicate that the active principles contained in the
hydroalcoholic extract of P. glomerata roots protect the gastric mucosa through several
mechanisms including activation of enzymatic (GST and NQO1) and non-enzymatic (GSH)
antioxidant mechanisms as well as inhibition of gastric acid secretion through blockade of
H+,K+ - ATPase activity and  correlated increase of NO formation.  Chemical studies using
HPLC and 1H-RNM of the FBut(50) and FE(70) indicates the presence of steroids and
triterpenes, respectively, as majoritary compounds, indicating these compounds as the
active principles of the gastroprotector effect of the P. glomerata roots.
1 INTRODUÇÃO
As plantas e os extratos vegetais foram e continuam sendo de grande
relevância na área farmacêutica, tendo em vista a utilização das substâncias ativas
isoladas como protótipos para a obtenção de fármacos, para a obtenção de
adjuvantes, ou ainda, de medicamentos elaborados exclusivamente à base de
extratos vegetais: os medicamentos fitoterápicos (SCHENKEL et al., 2001).
No segmento industrial, é nítido o ressurgimento do interesse em produtos
naturais como fonte de modelos para fármacos e como matéria-prima para
desenvolvimento de fitoterápicos (SCHENKEL et al. 2001). Nos EUA, ocorreu uma
expansão marcante desse mercado. Por exemplo, para produtos contendo kava-
kava, entre 1997 e 1998, foi registrada uma expansão de 461% e para o hipérico
de 190% (BLUMENTHAL et al., 2000). Dados recentes mostram aumentos na
venda de valeriana (+70,5%) e chá-verde (+39,4%), entre 1999 e 2000
(BLUMENTHAL, 2001). Além disso, têm sido desenvolvidos estudos de
farmacoeconomia com matérias-primas vegetais, mostrando seu impacto na
melhora da economia de certos países (De Smet et al., 2000).
Segundo NEWMAN (2003), entre o período de 1981 a 2002, foram
introduzidos, no mundo inteiro, 877 novos fármacos, sendo que 61% foram obtidos
ou baseados em produtos naturais. Atualmente o mercado mundial de fitoterápicos
gira em torno de aproximadamente 22 bilhões de dólares/ano. Dentro desta
perspectiva, seria de se esperar que o Brasil fosse um país privilegiado,
considerando sua extensa e diversificada flora (aproximadamente um terço da flora
mundial). No entanto, nosso país não tem uma atuação destacada no mercado
mundial de fitoterápicos, ficando inclusive atrás de países menos desenvolvidos
tecnologicamente (YUNES et al., 2001).  Se não forem adotadas políticas de apoio
à pesquisa, o Brasil corre o risco de, apesar de possuir a maior biodiversidade
mundial, tornar-se importador de matérias-primas vegetais e reprodutor de
formulações fitoterápicas, da mesma forma que vem ocorrendo com a produção de
medicamentos sintéticos.
As plantas medicinais brasileiras são consideradas como altamente
promissoras, mas são pouco conhecidas sob qualquer ponto de vista. Além disso,
produtos estão sendo consumidos sem que sua eficácia e segurança tenham sido
comprovadas. No nosso mercado, a maioria dos produtos é constituída por
cápsulas contendo pós de plantas rasuradas, para os quais não existem
comprovações de eficácia e segurança, e algumas vezes nem mesmo tradição de
uso (BLUMENTHAL et al., 2000).
Como produto final de uma série de sugestões apresentadas por diferentes
segmentos da sociedade, foi estabelecida uma legislação para a área de
fitoterápicos (Portaria 6/SVS de 31/1/1995), que definiu claramente que fitoterápico
é um medicamento com componentes ativos exclusivamente de origem vegetal, e
que deve apresentar comprovação de eficácia, segurança e qualidade. Também
determinou prazos para a realização de estudos de eficácia e toxicidade para os
produtos já existentes no mercado, estabelecendo bases para uma maior aceitação
desses produtos. Essa legislação exerceu um papel educativo importante e foi
reformulada, mantendo suas características essenciais (Resolução RDC no.17 de
24/2/2000). Também importante foi o estabelecimento de uma divisão direcionada
especificamente para fitoterápicos no Ministério da Saúde e na Agência Nacional
de Vigilância Sanitária (ANVISA). Sem um órgão executivo, o processo não seria
completo, qualquer que fosse a legislação estabelecida, pois a legislação por si só
não assegura os instrumentos para a melhoria da qualidade dos produtos no
mercado.
A maioria dos estudos realizados no estado do Paraná sobre plantas
medicinais pesquisa as suas atividades biológicas (34%). Dentre as atividades
biológicas estudadas, 60% são na área de Farmacologia e 17% dos efeitos
farmacológicos estudados são sobre os efeitos das plantas medicinais sobre o trato
gastrointestinal (GUIMARÃES et al., 2004).
O Programa de Pós-graduação do Departamento de Farmacologia do Setor
de Ciências Biológicas da UFPR contribui para o uso seguro de plantas medicinais,
através da pesquisa científica com metodologias internacionalmente padronizadas,
buscando a validação das plantas medicinais com atividade sobre o trato
gastrointestinal. Os estudos realizados em nosso laboratório visam demonstrar a
eficácia, a segurança e o mecanismo de ação das plantas medicinais.
Figura 1.1: Raízes da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen. (Foto reproduzida com
autorização de Cirino Correa Jr).
1.1 Pfaffia glomerata (SPRENG) PEDERSEN
Neste trabalho foi utilizado como material de estudo as raízes da Pfaffia
glomerata (Spreng) Pedersen (Figura 1.1), uma dentre várias espécies conhecidas
como “ginseng-brasileiro”. O termo “ginseng” é de origem chinesa e
etnologicamente significa Jin = homem e Chen = ternário; uma alusão ao conjunto:
homem físico, homem espiritual e planta. A forma humanóide das raízes do
ginseng, para muitos, corresponde à essência da reparação da forma física e
psíquica do homem (OLIVEIRA, 1986).
Esta planta também é conhecida como “batata-do-mato”, “corando”,
“corrente” “sempre-viva” e “paratudo” (SOUZA et al., 1997).
1.1.1 ASPECTOS BOTÂNICOS
A P. glomerata pertence à família Amaranthaceae (CRONQUIST, 1988) e,
segundo a descrição botânica feita por VASCONCELOS (1986), caracteriza-se por
ser uma erva perene com até 2 metros de altura.
Possui caule ereto, roliço, estriado, muitas vezes oco na parte superior,
com nós engrossados e entrenós com até 23 cm de comprimento; ramificações
predominantemente dicotômicas, glabra ou pubescente, principalmente nos ramos
jovens e nós (VASCONCELOS, 1986).
As folhas possuem pecíolos muito curtos com até 2 cm de comprimento. As
lâminas têm forma e tamanhos variáveis de linear oblongas até largo-ovaladas, de
1 a 14 cm de comprimento e 0,3 a 4,5 cm de largura. As lâminas superiores são
sempre menores (VASCONCELOS, 1986).
As inflorescências são capitulares, paleáceas, branco-amareladas; com
pedúnculos de 3 a 20 cm de comprimento, pubescentes, simples, dicotômicas ou
tricotômicas. São cimosas, com capítulos menores que 8 mm de diâmetro
(VASCONCELOS, 1986).
As flores são polígamo-monóicas, em espigas bastas, subglobosas, com 4
a 8 cm de diâmetro; brácteas e bractéolas subiguais, ovadas e mucronadas. As
sépalas são estreito-elípticas, trinervadas, vilosas na base, com 2 a 3 mm de
comprimento (SMITH e DOWNS, 1972).
O fruto é do tipo aquênico; com sementes no formato codiforme, coloração
verde-clara quando imaturas e marrom acastanhado quando maduras, medindo 1
mm de diâmetro e cerca de 1,5 mm de comprimento. O embrião é envolvido por
endosperma farináceo e abundante (VASCONCELOS, 1986).
Os órgãos subterrâneos são compostos por uma raiz tuberosa, que
apresenta na parte superior uma parte caulinar de tamanho variável. No colo
ocorrem gemas endógenas e exógenas, utilizadas como material de propagação
(VASCONCELOS, 1986).
As raízes, em 4 a 7 anos, chegam a medir até 2 metros de comprimento e
8 centímetros de espessura (TESKE e TRENTINI, 1995).
1.1.2 DISTRIBUIÇÃO
A família Amaranthaceae possui cerca de 60 gêneros e 900 espécies,
distribuídos nos trópicos, subtrópicos e regiões temperadas das Américas e da
África. No Brasil ocorrem 12 gêneros com cerca de 86 espécies (BARROSO,
1978).
Temperaturas muito baixas paralisam o crescimento da P. glomerata.  É
uma espécie hidrófita (planta que se desenvolve parcial ou completamente sob a
água, ou em solos muito úmidos) e heliófita (planta que cresce melhor sob plena
luz do sol), ocorrendo principalmente à beira dos rios e nas orlas das matas de
galerias onde parece receber bastante luz (SMITH e DOWNS, 1972).
Esta espécie desenvolve-se em altitudes de até 1000 m, ocorrendo
principalmente em solos arenosos e ricos em matéria orgânica, porém também se
desenvolve em solos argilosos, no qual apresenta maior produção de raízes, porém
com maior dificuldade de colheita (CORRÊA JÚNIOR e MING, 2004).
A P. glomerata vegeta naturalmente na planície de inundação do alto rio
Paraná, situada nos municípios de Querência do Norte e Porto Rico (noroeste do
estado do Paraná). Entretanto, esta espécie vem sendo reduzida drasticamente
pela coleta intensiva de suas raízes. Esta ação fez com que vários órgãos, como a
Empresa de Assistência Técnica e Extensão Rural do Paraná (EMATER-PR), o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis
(IBAMA), Universidades, Instituto Ambiental do Paraná (IAP), produtores rurais,
coletores, empresas nacionais e estrangeiras considerassem a domesticação da
espécie a melhor estratégia para abastecer o mercado nacional e internacional
(CORREA JÚNIOR e MING, 2004).
1.1.3 SINONÍMIAS
A espécie P. glomerata (Spreng) Pedersen possui um marcado
polimorfismo e apresenta as seguintes sinonímias: Althernanthera glauca (Mart.)
Hosseus; Gomphrena dunaliana Moq.; Gomphrena glauca (Mart.) Moq.;
Gomphrena luzulaeflora (Mart.) Moq.; Gomphrena stenophylla Spreng.; Irisine
luzuliflora (Mart.) Griseb.; Mogiphanes dunaliana (Moq.) Griseb.; Mogiphanes
glauca (Mart.) Griseb.; Pfaffia divergens O. Stützer; Pfaffia dunaliana (Moq.) Schinz;
Pfaffia glabrescens Suess.; Pfaffia glauca (Mart.) Spreng.; Pfaffia irisinoides (Kunth)
Spreng. var. angustifolia O. Stützer.; Pfaffia luzulaeflora (Mart.) D. Dietr.; Pfaffia
luzulaeflora (Mart.) D. Dietr. f. gracilis O. Stützer; Pfaffia luzulaeflora (Mart.) D.
Dietr. f. virgata O. Stützer; Pfaffia luzulaeflora (Mart.) D. Dietr. var. microcephala O.
Stützer ex Suess.; Pfaffia luzulaeflora (Mart.) D. Dietr. var. paniculata O. Stützer;
Pfaffia stenophylla (Spreng.) Stuchlik; Sertuernera glauca Mart.; Sertuernera
luzulaeflora Mart (PEDERSEN, 1967).
1.1.4 CONSTITUINTES QUÍMICOS
As espécies do gênero Pfaffia possuem em sua composição vitaminas A,
B, C, D, E e K, sais minerais como fósforo, cálcio e potássio, aminoácidos e
mucilagens (TESKE e TRENTINI, 1995).
Como apresentado na Tabela abaixo, os fafosídeos (saponinas
nortriterpênicas derivadas do ácido fáfico) e os ecdisteróides (em especial a
ecdisterona) são encontrados em espécies de Pfaffia.
Tabela 1.1: Compostos isolados de espécies de Pfaffia.
Espécie Constituintes químicos
P. glomerata
ácido famérico, ácido glomérico, ácido oleanólico, ecdisterona,
rubrosterona, ?-D-glicopiranosil-oleanolato (SHIOBARA et al.,
1993a)
P. iresinoides chikusetsusaponina IVÃ, ecdisterona, 25-O-?-D-glicopiranosil-
ecdisterona, iresinosídeo, 25-O-?-glicopiranosil-podecdisona B,
polipodina B, pterosterona, 24-O-?-glicopiranosil-pterosterona
(NISHIMOTO et al., 1987, 1988)
P. paniculata ácido fáfico, alantoína, sitosterol, estigmasterol, fafosídeos A, B,
C, D, E, F (TAKEMOTO et al., 1983; NAKAI et al., 1984;
NISHIMOTO et al., 1984)
P. pulverulenta ácido fáfico, ácido pulvérico, ecdisterona, fafosídeo G,
pulverolactona, rubrosterona (SHIOBARA et al., 1992, 1993b)
1.1.5 ATIVIDADES BIOLÓGICAS
O ginseng-brasileiro (Pfaffia spp), largamente utilizado como substituto do
ginseng-asiático (Panax spp), tem sido empregado como tônico, afrodisíaco,
cicatrizante; utilizado para aumentar o apetite, reduzir as perturbações do sono,
melhorar a memória, aumentar o estado de ânimo, aumentar a sociabilidade,
melhorar a turgescência superficial da pele e a irrigação dos cabelos. Também é
utilizado na diabetes, em distúrbios do aparelho digestivo, em labirintites e
“tremores dos velhos”. Alguns afirmam ainda a obtenção de bons resultados no
tratamento de reumatismo, artrite, artrose e úlcera varicosa (OLIVEIRA, 1986).
Entretanto, enquanto encontram-se vários estudos científicos com as espécies do
gênero Panax (ginseng-asiático), os estudos com as espécies da Pfaffia (ginseng-
brasileiro) são escassos.
MARQUES et. al. (2004) apresentaram dados sobre a ação benéfica da P.
glomerata na aprendizagem e memória de ratos idosos em modelos crônicos, além
de uma baixa toxicidade. Em estudo clínico, observaram que o extrato promoveu
uma melhora significativa na memória de curto prazo e memória declarativa em
voluntários idosos, mas causou prejuízo na praxia e orientação geral desses
voluntários; observaram ainda que o extrato não promoveu nenhum benefício em
voluntários atletas em termos de aptidão e atividade física, contrariando o uso
popular e a propaganda comercial de diferentes produtos contendo raízes de
espécies deste gênero.
Estudos sobre o sistema nervoso central foram realizados com extrato
hidroalcoólico de P. glomerata (60%). O extrato, quando administrado pela via
intraperitoneal, promoveu uma ação depressora, com efeito amnésico na tarefa de
esquiva inibitória, contrariando a utilização desta espécie como estimulante. No
entanto, quando administrado por via oral este efeito não foi é observado (DE-
PARIS et al., 2000). Dando continuidade a este estudo, o fracionamento
biomonitorado deste extrato foi iniciado, e a fração orgânica mais apolar
apresentou atividade depressora em ambas as vias de administração (oral e
intraperitoneal) (FENNER et al., 2001).
Estudos in vitro foram realizados com as raízes da P. glomerata,
demonstrando que o extrato hidroalcoólico não apresentou efeito citotóxico sobre
linhagens de células tumorais, nem ação anti-viral sobre o vírus do tipo Herpes
humano, nem efeito antifúngico, nem ação inibitória sobre monoaminoxidases
cerebrais (GOSMANN et al., 2002); entretanto, foi observada uma atividade
leishmanicida (NETO et al., 2004).
Estudos recentes com o extrato hidroalcoólico de P. glomerata também
demonstraram atividade analgésica e antiinflamatória em camundongos (NETO et
al., 2005).
1.1.6 ATIVIDADE ANTI-ÚLCERA
Em estudos realizados no Departamento de farmacologia da UFPR foi
observado que o extrato hidroalcoólico das raízes de várias espécies de Pfaffia sp,
quando administrados pela via oral, reduziu a incidência de úlceras induzidas por
etanol na mucosa gástrica de ratos, indicando uma ação citoprotetora da Pfaffia.
Este extrato também reduziu a secreção gástrica basal (não estimulada) e a
estimulada com betanecol e com histamina (FREITAS et al., 2003).
Dando continuidade aos estudos, escolheu-se apenas uma espécie do
gênero Pfaffia, a P. glomerata, que também promoveu uma gastroproteção.
Segundo FREITAS et al. (2004), o extrato bruto aquoso das raízes de P. glomerata
protegeu a mucosa gástrica de ratos contra lesões induzidas por etanol e estresse,
além de reduzir a secreção ácida gástrica com o envolvimento da via
histaminérgica e do aumento de óxido nítrico gástrico. O extrato aquoso, quando
administrado cronicamente, promoveu ainda o aumento da cicatrização de úlceras
crônicas induzidas por ácido acético (FREITAS et al., 2001).
Um terceiro estudo foi realizado com as raízes de P. glomerata, onde o
extrato hidroalcoólico percolado protegeu contra lesões induzidas por
indometacina, estresse e etanol, em ratos (OTOFUJI et al., 2003-a) e reduziu a
secreção ácida gástrica basal, assim como quando estimulada por histamina,
pentagastrina e betanecol (OTOFUJI et al., 2003-b).
1.1.7 TOXICIDADE
⇒ Pfaffia sp.: A dose letal mediana (DL50) determinada 14 dias após a
administração de uma única dose (via oral) do extrato hidroalcoólico de uma
mistura de espécies de Pfaffia foi de 7,0 g/kg (PAULA et al., 1997).
⇒ Pfaffia glomerata: Não houve morte de nenhum dos animais após 14
dias da administração de uma única dose (1 a 10 g/kg - via oral) do extrato aquoso
das raízes de P. glomerata (FREITAS, 2000).
1.2 FISIOLOGIA GÁSTRICA
Anatomicamente, o estômago divide-se em 3 porções: fundo, corpo e antro
pilórico; sendo limitado por 2 sistemas esfincterianos: o esfíncter esofagiano
inferior, na parte superior ou proximal do estômago; e o esfíncter pilórico ou piloro,
na parte inferior ou distal do estômago (HOGBEN et al., 1974).
Funcionalmente, a mucosa gástrica pode ser dividida em duas regiões
glandulares: a mucosa oxíntica e a mucosa antral. A mucosa oxíntica é mais
extensa, ocupando o corpo e o fundo, e é o sítio da secreção de ácido clorídrico. A
mucosa oxíntica é formada por glândulas oxínticas, que são constituídas por
células parietais (ou oxínticas), células principal, células produtoras de
somatostatina (células D) e células do tipo enterocromafins (ECL). No colo
glandular, predominam as células produtoras de muco, que protegem a mucosa
gástrica da ação corrosiva das secreções originadas pela glândula (LUCEY e
YAMADA, 1989; CHUANG et al., 1991; SUNDLER et al., 1991).
As glândulas da mucosa antral apresentam os mesmos tipos celulares que
as glândulas oxínticas, exceto as células parietais (HOGBEN et al., 1974).
A inervação do estômago compreende fibras extrínsecas e intrínsecas. A
inervação intrínseca é constituída por dois plexos principais, o plexo mioentérico
que inerva as camadas musculares e regula a função motora, e o plexo submucoso
que inerva a mucosa e regula a absorção e as secreções gastrointestinais
(SCHUBERT e SHAMBUREK, 1990). Neurônios de ambos os plexos recebem
aferências do sistema nervoso central através de fibras do sistema nervoso
parassimpático e simpático (inervação extrínseca) e de outros neurônios entéricos,
incluindo neurônios sensoriais e interneurônios. Estes circuitos neuronais permitem
regular as funções motoras e secretoras do tubo digestivo (COSTA, 1994).
A inervação simpática do trato gastrointestinal é realizada principalmente
por fibras pós-ganglionares que inervam diretamente os vasos sangüíneos e o
músculo liso, inibindo a motilidade e a atividade secretora do sistema
gastrointestinal, porém estimula a contração da muscularis mucosae e de alguns
esfíncteres (LONGHURST et al., 1984-a; LONGHURST et al., 1984-b).
Em geral, as fibras do parassimpático terminam nos gânglios do plexo
mioentérico. As fibras aferentes do vago inervam diretamente a célula parietal e
realizam sinapses com as células ganglionares do sistema nervoso entérico (SNE),
estimulando a atividade motora e secretora do intestino (LONGHURST et al., 1984-
a; LONGHURST et al., 1984-b).
1.3 ÚLCERA PÉPTICA
A úlcera é uma lesão profunda da mucosa, onde tanto os componentes do
tecido epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos subepiteliais, células do
musculo liso, vasos e nervos, podem ser destruídos (MILANI e CALABRÒ, 2001).
Tanto as úlceras localizadas no estômago quanto as do duodeno são referidas
como úlcera pépticas. Em geral, as úlceras ocorrem mais comumente no duodeno
(5x), onde 90% estão localizadas a 3 cm da junção do piloro com a mucosa
duodenal. No estômago as úlceras se localizam mais comumente no antro (60%) e
na junção do antro com o corpo na pequena curvatura (25%) (ABITBOL, 2005).
Sua incidência é ligeiramente maior nos homens em relação às mulheres
(1,3:1) e, apesar de ocorrerem em qualquer idade, a úlcera duodenal ocorre com
mais freqüência na faixa de 30-55 anos, enquanto a úlcera gástrica na faixa de 50-
70 anos (ABITBOL, 2005).
1.3.1 ETIOLOGIA DA ÚLCERA PÉPTICA
Segundo a revisão realizada por SZABO (1991), a lesão celular ou tecidual
da mucosa gástrica pode ocorrer por causas adquiridas ou inatas. As cinco causas
mais comuns de lesão celular ou tecidual ocorrem por: (1) hipóxia e isquemia
(resultante da diminuição do fluxo sangüíneo ou do decréscimo da hemoglobina ou
ainda da diminuição das enzimas antioxidantes dos tecidos); (2) por agentes
químicos (como monoaminas, eicosanóides, endotelinas, drogas sintéticas, e
principalmente substâncias químicas ingeridas propositadamente como o etanol);
(3) por agentes biológicos (como vírus, bactérias, fungos, parasitas, levando a
reações imunológicas que geralmente são desenvolvidas para a defesa do
organismo, entretanto produzem radicais livres tóxicos que contribuem para a
injúria tecidual); (4) por fatores físicos (estresse, temperaturas extremas, força
mecânica); e (5) por defeitos genéticos.
As úlceras provavelmente resultam de diferentes mecanismos patogênicos
e, independente de sua etiologia, esta é formada quando ocorre um desequilíbrio
entre fatores agressores da mucosa, sejam eles endógenos (ácido clorídrico e
pepsina) ou exógenos (etanol, antiinflamatórios esteroidais, fumo), e os fatores
protetores da mucosa gástrica (muco, bicarbonato, prostaglandinas, fluxo
sanguíneo, óxido nítrico) (Revisado por GLAVIN e SZABO, 1992; Revisado por
WALLACE e NEIL-GRANGER, 1996).
1.3.2 FATORES PROTETORES DA MUCOSA GÁSTRICA
A mucosa gástrica possui uma barreira dinâmica, permitindo a passagem
de certos íons e moléculas para o corpo e restringindo a entrada de outros. Esta
proteção não é realizada apenas por uma barreira anatômica, mas por uma série
de mecanismos de defesa consecutivos que mantém a integridade da mucosa
(Revisado por FLEMSTRÖM e ISENBERG, 2001).
A defesa da mucosa gástrica pode ser dividida em fatores pré-epitelial,
epitelial e sub-epitelial. Esta divisão é arbitrária, pois as funções epiteliais como um
todo funcionam em conjunto para prevenir as lesões (FLEMSTRÖM e ISENBERG,
2001). Assim, deve-se ressaltar que esta divisão é realizada apenas para fins
didáticos.
1.3.2.1 Proteção Pré-epitelial
O epitélio gástrico é coberto por uma camada aderente e contínua de muco
gelatinoso e visco-elástico, que promove uma barreira física entre o lúmen gástrico
e a superfície das células apicais. Um gradiente de pH é formado, com um pH
consideravelmente maior na superfície das células apicais que na solução contida
no lúmem gástrico. Assim, a difusão de macromoléculas do lúmem para a
superfície epitelial, incluindo as pesinas, é prevenida ou restrita (FLEMSTRÖM et
al., 1999).
O muco gástrico ocorre em 3 formas: a mucina solúvel presente no suco
gástrico; o muco (aderente) insolúvel cobrindo as células da mucosa; e o muco
presente nas células secretoras de muco, dispostas entre as células apicais
(MOJZIS et al., 2000).
Estudos indicam que a estimulação da secreção ácida aumenta a
habilidade da mucosa gástrica em resistir às lesões. As células parietais quando
liberam o íon H+, simultaneamente transportam o íon bicarbonato pela membrana
basolateral através da troca Cl-/HCO3-, que resulta numa maior disponibilidade de
bicarbonato. Além disso, para cada íon H+ secretado pela célula parietal, uma
molécula de CO2 é convertida em bicarbonato, provocando o que se conhece como
maré alcalina após a secreção de ácido gástrico. O papel da maré alcalina em
proteger a mucosa gástrica é fortemente sustentado por outros estudos que
demonstram que a administração parenteral de bicarbonato in vivo, e a infusão de
bicarbonato na mucosa gástrica in vitro protegem a mucosa contra lesões
(KIVILUOTO et al., 1993; GOEL e BHATTACHARYA, 1991).
1.3.2.2 Proteção Epitelial
As células epiteliais gástricas têm propriedades intrínsecas de proteção
tanto por sua disposição anatômica quanto por sua constituição bioquímica
(Revisado por SZABO, 1991).
1.3.2.2a Aspectos Anatômicos da Gastroproteção Epitelial
O mecanismo de proteção de órgãos complexos, assim como o estômago,
é influenciado por sua composição e estruturas histológicas e anatômicas. Esta
proteção pode ser ativada por ao menos 2 mecanismos: preservando as células
existentes ou repondo o tecido lesionado (Revisado por SZABO, 1991).
⇒ Hidrofobicidade da mucosa gástrica e junções intercelulares: As
junções fechadas e outras barreiras intercelulares controlam a passagem de
agentes lesivos do lúmem para a mucosa gástrica, para espaços intersticiais e
submucosos. Agentes que conseguem atravessar estas junções ainda são restritos
pela membrana celular das células gástricas, que são compostas por elevada
concentração de fosfolipídios, restringindo a difusão de moléculas hidrofílicas,
como o íon H+ (Revisado por SZABO, 1991; Revisado por FLEMSTRÖM e
ISENBERG, 2001).
⇒ Divisão e migração celular: Quando as barreiras gástricas são
destruídas e ocorre a morte celular, as células necróticas podem ser repostas pela
migração das células epiteliais sobreviventes nas bordas da lesão ou pela divisão
das células do colo glandular que migram até o lúmem e diferenciam-se em células
epiteliais superficiais (Revisado por SZABO, 1991; Revisado por WALLACE e
GRANGER, 1996).
O fator de crescimento epidermal acelera a cicatrização das úlceras tanto
por estimular a proliferação e a migração celular, modular o fluxo sanguíneo, assim
como por inibir a secreção de ácido e pepsinas (ORSINI, 1993; KONTUREK et al.,
1984).
Recentemente foi demonstrado que a regulação da migração celular
também pode ser estimulada pelo fator de crescimento do hepatócito, que também
é sintetizado em células gástricas. Além disso, já foi observado o envolvimento da
ciclooxigenase induzida (COX-2) na resposta proliferativa das células gástricas
induzida por fator de crescimento, sugerindo mais um mecanismo de ação do efeito
gastroprotetor das prostaglandinas (TAKAHASHI et al., 1996; TERANO et al.,
2001).
1.3.2.2b Aspectos Bioquímicos da Gastroproteção Epitelial
⇒ Sistema Antioxidante: As espécies reativas do oxigênio (ERO) são
geradas constantemente nas células durante alguns processos, como na cadeia
transportadora de elétrons (na fosforilação mitocondrial), durante o metabolismo de
xenobióticos e durante a resposta inflamatória. As ERO, como o ânion superóxido
(O2-), o radical hidroxil (OH) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) são moléculas
altamente reativas que interagem indiscriminadamente com macromoléculas
essenciais, como o DNA, as proteínas e lipídeos. Assim, defesas celulares
antioxidantes são necessárias para manter a homeostase celular (Revisado por
CNUBBEN et al., 2001).
O estresse oxidativo pode ser prevenido tanto por ação enzimática quanto
por defesas antioxidantes químicas. As enzimas que promovem a primeira linha de
defesa contra o O2- e o H2O2 incluem a superóxido desmutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (Revisado por CNUBBEN et al., 2001).
A SOD remove o O2- do ambiente celular pela conversão em H2O2, que é
metabolizado pela CAT em oxigênio e água (Revisado por MICHIELS et al., 1994);
ou ainda, o H2O2 pode ser reduzido pela GPx, utilizando a glutationa reduzida
(GSH) como substrato (Revisado por DICKINSON e FORMAN, 2002).
A segunda linha de defesa antioxidante é realizada por alguns compostos
de moléculas químicas pequenas, incluindo vitaminas, flavonóides da dieta,
carotenóides, ácido úrico e o GSH (Revisado por CNUBBEN et al., 2001).
O GSH atua como um varredor de radicais livres e substâncias tóxicas
ingeridas com a comida ou produzidas diretamente no trato gastrointestinal
(SHIRIN et al., 2001). Sob condições de estresse oxidativo, o GSH reduz as
espécies reativas do oxigênio, sendo liberado na forma oxidada (GSSG). O
aumento de GSSG durante o estresse oxidativo geralmente é transitório, pois é
reduzido rapidamente pela glutationa redutase (GR) (Revisado por DICKINSON e
FORMAN, 2002).
A conjugação não-enzimática do GSH com compostos eletrofílicos ocorre
apenas quando o eletrófilo é muito reativo. Desta forma, a conjugação é favorecida
pela ação da enzima glutationa S-transferase (GST) (Revisado por DICKINSON e
FORMAN, 2002).
 A GST possui a habilidade de conjugar diversos substratos com o GSH
devido a sua natureza relativamente não específica do sítio de ligação para o
substrato hidrofóbico e pela existência de inúmeras isoformas dessa enzima. Esta
enzima é capaz de detoxificar compostos endógenos lesivos, como xenobióticos
eletrofílicos e/ou intermediários reativos formados durante sua biotransformação
(Revisado por CNUBBEN et al., 2001).
Foi proposto por WINTERBOURN (1993) outro papel antioxidante do GSH,
que depende da sua habilidade em reagir com o radical centralizado de carbono
(R). Nesta hipótese, o GSH atuaria em conjunto com a SOD para prevenir o dano
oxidativo.
A enzima NAD(P)H quinona oxidorredutase 1 (NQO1) também protegem
as células contra o estresse oxidativo (Revisado por MATÉS, 2000). A NQO1 é
uma enzima antioxidante que catalisa a redução de dois elétrons de quinonas
(endógenas e exógenas) formando hidroquinonas, sem que aja a produção de
espécies reativas do oxigênio, auxiliando na proteção da membrana celular contra
os danos oxidativos (Revisado por ROSS et al., 2000).
⇒ Óxido nítrico: O óxido nítrico (NO) é uma molécula sinalizadora
gerada, através de uma série de etapas de transferência de elétrons, por uma
família de enzimas conhecidas como NO sintases (NOS). Três genes
independentes codificam a NOS neuronal (nNOS) (BREDT et al., 1991), a
endotelial (eNOS) (SESSA et al., 1992) e a induzida (iNOS) (XIE et al., 1992), as
quais possuem a capacidade de gerar o NO por mecanismos regulatórios
complementares e distintos.
O NO, por sua natureza lipofílica, difunde-se rapidamente, iniciando sinais
intercelulares e intracelulares (PALMER et al., 1987). A via melhor caracterizada da
sinalização produzida pelo NO está relacionada com a ativação da guanilato
ciclase solúvel (GCs), onde o NO liga-se no grupamento heme da enzima,
estimulando a formação de GMPc, que por sua vez ativam proteínas quinases G
(PKG), iniciando uma cascata de fosforilação para obter a função efetora
(DENNINGER et al., 2001).
Entretanto, em condições fisiopatológicas e provavelmente durante certas
condições fisiológicas, a sinalização mediada por NO pode ser independente da
ativação da GC. O NO, por exemplo, regula diretamente a função de canais
iônicos, enzimas e várias proteínas (STAMLER et al., 2001). Esta regulação parece
ser, ao menos em parte, pela nitrosilação de grupamentos tióis do resíduo de
cisteína presentes nas proteínas (JAFFREY et al., 2001).
Recentemente, o óxido nítrico tem sido reconhecido como um mediador
fundamental nos mecanismos de defesa gástrica. Em vários estudos, foram
demonstrados que as lesões na mucosa gástrica induzidas por agentes químicos
são reduzidas pela administração de NO e agravadas com a sua remoção (LOPEZ-
BELMONTE et al., 1993; ANDREWS et al., 1994; CALATAYUD, 1999). Este efeito
pode estar ocorrendo devido ao aumento do fluxo sanguíneo da mucosa promovido
pelo NO (Revisado por WALLACE e GRANGER, 1996) ou ainda por promover um
aumento na liberação de muco gástrico (BROWN et al., 1992).
Recentemente também foi demonstrado que a administração de L-NAME
(inibidor da NOS) acentua as lesões gástricas induzidas por etanol e aumenta a
atividade da H+,K+-ATPase, enquanto doadores de NO (nitroprussiato) reparam as
lesões induzidas por etanol e inibem a atividade ATPásica em ratos (BULUT et al.,
1999).
Vários estudos trazem informações contraditórias a respeito do papel do
NO no trato gastrointestinal. TAKEUCHI et al. (1993) demonstrou que o NO inibe a
secreção duodenal de bicarbonato. Por outro lado, outros pesquisadores sugeriram
que a secreção de bicarbonato é estimulada por NO (SABABI et al., 1995; HOLM et
al., 1998).
⇒ Prostaglandinas: As prostaglandinas (PGs) são sintetizadas a partir
do ácido araquidônico, através das enzimas ciclooxigenases (COX). Enquanto a
isoforma COX-1 (constitutiva) produz a maior parte de prostaglandinas (PGs) no
estômago normal, a COX-2 (induzida) atua como um fator importante na
cicatrização das úlceras. Inicialmente acreditou-se que a COX-2 contribuia para a
cicatrização das úlceras unicamente através da produção de PGs. Entretanto,
estudos recentes sugerem que a inibição da COX-2 aumenta o tempo de
cicatrização das úlceras tanto por via dependente quanto independente de
prostaglandinas (Revisado por PERINI et al., 2003). Segundo WALLACE (2001),
em pacientes com úlceras pré-existentes, tem-se sugerido utilizar derivados de
antiinflamatórios não esteroidais (AINEs) que liberam NO ao invés de inibidores
seletivos de COX-2, pois estes “NO-AINEs” não interferem na cicatrização das
úlceras e, em alguns casos, pode acelerar sua cicatrização.
As prostaglandinas, especialmente a PGE2, possuem efeitos citoprotetores
na mucosa gástrica como conseqüência de vários mecanismos indiretos, como o
aumento da produção de muco e bicarbonato que recobrem as células epiteliais, a
inibição da motilidade gástrica, a inibição da secreção ácida gástrica, a
manutenção do fluxo sanguíneo gástrico, a inibição da apoptose, a inibição da
ativação de mastócitos, e a diminuição da aderência leucocitária ao endotélio
vascular (Revisado por ATAY et al., 2000).
1.3.2.3 Proteção Sub-epitelial
⇒ Microcirculação gástrica: O fluxo sangüíneo protege a mucosa por
assegurar a chegada de uma quantidade ótima de oxigênio, nutrientes e
bicarbonato. Quando o ácido gástrico ou outro agente irritante invade o
compartimento subepitelial, neurônios sensoriais aferentes são capazes de
disparar um rápido aumento no fluxo sangüíneo da mucosa que permite o
tamponamento do ácido e uma rápida remoção de substâncias tóxicas, limitando,
desta forma, sua penetração em camadas mais profundas da mucosa (Revisado
por WALLACE e GRANGER, 1996).
⇒ Tônus muscular: A modulação farmacológica do esvaziamento
gástrico, da motilidade duodenal e da mistura ácido-base representa mecanismos
de defesa gástrica. Os vasos sanguíneos gástricos atravessam a muscularis
mucosae tanto perpendicularmente quanto obliquamente. Assim, a contração do
músculo liso da parede gástrica comprime os pequenos vasos, favorecendo a lesão
endotelial e o desenvolvimento de congestão e estase local por drogas como o
etanol (Revisado por SZABO e BYNUM, 1988; HOLZER et al., 1994).
Estudos com o NO também foram realizados para avaliar sua participação
na motilidade gastrointestinal e no fluxo sanguíneo gástrico. Enquanto o papel do
NO na motilidade gastrointestinal é fortemente controlada pela nNOS, os efeitos
nas funções vasculares ocorrem, em maior parte, através da eNOS (revisado por
SHAH et al., 2004).
Em estudos em humanos foi observado que inibidores da NOS aumentam
a freqüência de contrações gástricas e aumenta o esvaziamento gástrico (TACK et
al., 2002), assim como doadores de NO inibem o esvaziamento gástrico e
promovem a acomodação da região proximal do estômago (KONTUREK et al.,
1995).
A maior parte do fluxo sanguíneo do trato gastrointestinal entra pela
vasculatura mesentérica e é regulado, em grande parte, pelas arteríolas. O papel
do NO neste processo foi evidenciado por inibidores de NO, que reduziram o fluxo
sanguíneo em artérias mesentéricas (SHAH et al., 2002; KUSAYAMA et al., 1996).
⇒ Resposta inflamatória aguda: Quando os níveis superficiais da
defesa da mucosa falham ou são inundados por uma lesão luminal, o próximo nível
de defesa da mucosa é a resposta inflamatória aguda. Resumidamente, os
neutrófilos migram da circulação para o local da lesão para facilitar o reparo e
reduzir a entrada de microorganismos na circulação sistêmica (Revisado por
WALLACE, 2001).
1.3.3 SECREÇÃO ÁCIDA GÁSTRICA
Uma das mais importantes funções do estômago é a produção de ácido. O
ácido gástrico facilita a digestão de proteínas, a absorção de ferro, cálcio, vitamina
B12, e previne o crescimento bacteriano e a infecção entérica. Entretanto, quando
os níveis de ácido e pepsina se sobrepõem aos mecanismos de defesa da mucosa,
há a formação de úlceras. Para prevenir estas lesões, a secreção ácida gástrica
pode ser precisamente regulada. A regulação envolve vias aferentes e eferentes do
sistema nervoso central e entérico, assim como a atuação de células
neuroendócrinas e imunes pelas vias autócrina, parácrina, e hormonal (Revisado
por SCHUBERT, 2004).
As vias regulatórias convergem em 4 células cruciais para a secreção
ácida: (1) as células parietais da mucosa oxíntica (corpo e fundo gástrico), que
produzem ácido clorídrico; (2) as células do tipo enterocromafins (ECL) da mucosa
oxíntica, que produzem a histamina (principal estimulante parácrino da secreção
ácida); (3) as células G da mucosa antral, que produzem a gastrina (principal
estimulante hormonal da secreção ácida); e (4) as células D da mucosa oxíntica e
antral, que produzem a somatostatina (principal inibidor parácrino da secreção
ácida) (Revisado por SCHUBERT, 2004).
1.3.3.1 Mecanismos Centrais
A fase cefálica da secreção ácida é ativada por sinais sensoriais
reconhecidos pelo cheiro, pelo paladar, pela visão e pelo pensamento nos
alimentos, que contribui em aproximadamente 50% para a resposta da secreção
ácida durante a alimentação. O núcleo dorsal motor do vago (na medula) e o
núcleo paraventricular (PVN) (no hipotálamo) são responsáveis pela integração das
informações aferentes e eferentes. O PVN é conectado anatomicamente e
funcionalmente com o núcleo arqueado (ARC). O neuropeptídeo Y e os neurônios
contendo o fator liberador de corticotropina (CRF) estão presentes no ARC e no
PVN e inibem a secreção ácida. Existe a hipótese de que o neuropeptídeo Y,
liberado das projeções de neurônios do ARC para o PVN, ativa os neurônios do
CRF nesta região do cérebro (TEBBE et al., 2003; Revisado por SCHUBERT,
2004).
A neuromedina U também está presente no ARC e, quando administrada
por injeção intracerebroventricular, inibe a secreção ácida gástrica (MONDAL et al.,
2003). Este efeito é mediado por CRF, pois foi observado que anticorpos de CRF
podem bloquear o efeito. O CRF, por sua vez, ativa os neurônios simpáticos
noradrenérgicos (Revisado por SCHUBERT, 2004).
A capsaicina é capaz de se ligar nos receptores vanilóides (VR1), que já
foram localizados nos terminais aferentes vagais, assim como no núcleo do trato
solitário e na área postrema (PATTERSON et al., 2003). A injeção
intracerebroventricular de capsaicina estimula a secreção ácida gástrica em ratos,
sendo que esta resposta envolve os receptores VR1 e a liberação de taquicininas e
o peptídeo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP), pois este efeito pode ser
bloqueado por antagonista VR1, antagonista NK-2 da taquicinina, ou por
antagonista CGRP (MINOWA et al., 2004). Estes estudos sugerem que  as fibras
vagais aferentes podem estar envolvidas na transmissão do estímulo doloroso, e
talvez em todo o estímulo fisiológico do estômago para o sistema nervoso central
(SCHICHO et al., 2003; DANZER et al., 2004). O sistema nervoso central interpreta
estes sinais e transmite a informação eferente pelo nervo vago, que possui um
gradiente de inervação decrescente: a influencia vagal é máxima no estômago e no
duodeno proximal, diminuindo na porção mediana e final do intestino (Revisado por
SCHUBERT, 2003).
1.3.3.2 Mecanismos Periféricos
1.3.3.2a Estimulantes da Secreção Ácida
⇒ Gastrina: A gastrina e a colicistocinina (CCK) possuem a seqüência
pentapeptídica carboxi-terminal idênticas. Existem duas classes de receptores para
gastrina/CCK caracterizadas: CCK-1 (ou CCK-A) e o CCK-2 (ou CCK-B). Os
receptores CCK-1 são específicos para CCK, enquanto os receptores CCK-2
reconhecem tanto a CCK quanto a gastrina (Figura 1.2) (Revisado por
SCHUBERT, 2004).
A gastrina é o principal mediador da secreção ácida estimulada por
alimento. Sua estimulação ocorre diretamente via receptores CCK-2 na célula
parietal e, principalmente, indiretamente pelos receptores CCK-2 nas células ECL
(Figura 1.2). As células ECL liberam histamina que estimulam a secreção ácida
ativando os receptores H-2 presentes nas células parietais (Revisado por
SCHUBERT, 2004).
Durante o jejum, ocorre uma via de feedback envolvendo a secreção de
somatostatina para atenuar a secreção ácida. O ácido luminal estimula a secreção
de somatostatina antral que, por sua vez, inibe a secreção de gastrina. Quando a
secreção de ácido é reduzida por drogas ou pela gastrite atrófica, a secreção de
somatostatina é diminuída, e consequentemente a secreção de gastrina é
estimulada, resultando na hipergastrinemia (Revisado por SCHUBERT, 2004).
Figura 1.2: Modelo ilustrando a regulação da secreção ácida gástrica hormonal e parácrina, esclarecendo as
funções dos receptores de colicistocinina (CCK-1 e CCK-2). A gastrina estimula a secreção ácida gástrica
diretamente na célula parietal via receptores CCK-2 e, indiretamente pela ligação aos receptores CCK-2 nas células ECL,
estimulando a secreção de histamina. A colicistocinina (CCK), liberada de células duodenais em resposta aos nutrientes
da dieta, interage tanto com o receptor CCK-1 nas células D antrais e oxínticas para a liberação de somatostatina, como
com o receptor CCK-2 das células ECL e parietais. O efeito da ativação do receptor CCK-1 predomina. Assim, o efeito da
colicistocinina, fisiologicamente, é a inibição da secreção ácida. (H2 – receptor H2 de histamina; SST2 – receptor de
somatostatina do tipo 2; CCK – colicistocinina; CCK-1 – receptor de colicistocinina do tipo 1; CCK-2 – receptor de
colicistocinina do tipo 2) (Figura adaptada de SCHUBERT, 2004).
Após a alimentação, nutrientes da dieta estimulam células duodenais a
liberar CCK, que interagem com receptores CCK-1 presentes nas células D da
mucosa antral e oxíntica e com receptores CCK-2 presentes nas células ECL e
parietal. O efeito da ativação do receptor CCK-1 predomina. Assim, o efeito da
colicistocinina, fisiologicamente, é a inibição da secreção ácida (Figura 1.2)
(Revisado por SCHUBERT, 2004).
⇒ Histamina: No estômago, a histamina é estocada em maior
quantidade nas células ECL localizadas na terceira porção inferior da glândula
oxíntica (PRINZ et al., 2003). É armazenada em vesículas secretoras, sendo
liberada após estimulação por gastrina, pelo fator de transformação do
crescimento-alfa (TGF-), pelo peptídeo intestinal vasoativo, e pelo peptídeo
ativador da adenilato ciclase pituitária (PACAP) (ZHAO et al., 2003; ZHAO et al.,
2004).
A gastrina liga-se ao receptor CCK-2 da célula ECL promovendo um
aumento de Ca+2 intracelular. O aumento de Ca+2 promove a exocitose e a
histamina é liberada. O TGF- liga-se no receptor do fator de crescimento nas
células ECL, e o peptídeo ativador da adenilato ciclase pituitária (membro da
família do peptídeo intestinal vasoativo) está presente nos neurônios da mucosa
gástrica e liga-se no receptor PAC1 nas células ECL. A gastrina, o TGF- e o
peptídeo ativador da adenilato ciclase pituitária estimulam a transcrição e a
atividade da histidina descarboxilase (enzima que sintetiza a histamina)
(KAZUMORI et al., 2004; McLAUGHLIN et al., 2004). A histamina liberada se
difunde para as células parietais vizinhas e estimula a secreção de ácido pela
ligação com os receptores H-2 expressos na superfície da célula parietal (Revisado
por SCHUBERT, 2004).
⇒ Acetilcolina: A acetilcolina (ACh), liberada dos neurônios pós-
ganglionares do sistema nervoso entérico, estimula diretamente a secreção de
ácido através da ativação dos receptores M-3 nas células parietais. HIRSCHOWITZ
(1983) demonstrou que receptores do tipo M1 presentes nas células do tipo
enterocromafins (ECL), quando bloqueados por antagonista especifico M1, inibem a
liberação de histamina, reduzindo a secreção ácida gástrica.
⇒ Grelina: A grelina é extensamente expressa em células da mucosa
oxíntica. Em humanos, a infusão de grelina aumenta o apetite, o consumo de
alimentos e a secreção ácida gástrica. Ela é liberada durante o jejum e é inibida
pela administração intragástrica de proteínas, carboidratos ou lipídeos, pela CCK,
pela somatostatina, e pela infecção de Helicobacter pylori (MURRAY et al., 2003;
HOLST et al., 2004; SHIMADA et al., 2003; GOMEZ et al., 2004; SUZUKI et al.,
2004; NWOKOLO et al., 2003).
1.3.3.2b Inibidores da Secreção Ácida
⇒ Somatostatina: A somatostatina, presente nas células D da mucosa
antral e oxíntica, inibe a secreção ácida por atuar diretamente nas células parietais
e indiretamente por inibir a secreção de histamina (das células ECL) e a secreção
de gastrina (das células G). As ações da somatostatina são mediadas via 5
subtipos de receptores acoplados à proteína G, conhecidos como SSTR1 a
SSTR5. Estudos farmacológicos e moleculares, incluindo estudos com
camundongos SSTR2 knockout, sugerem que o SSTR2 é o receptor que está mais
envolvido com a regulação da secreção ácida gástrica. Embora a secreção ácida
gástrica nos camundongos knockout seja 10 vezes mais elevada que a secreção
ácida dos camundongos selvagens, não há nenhuma alteração nos níveis
circulantes de gastrina, sugerindo que a inibição da gastrina pela somatostatina
pode não envolver o receptor SSTR2 (Revisado por SAMUELSON et al., 2003).
Além disso, foram identificados receptores SSTR2 em células parietais e ECL, mas
não nas células de gastrina (ALLEN et al., 2002).
⇒ Peptídeo relacionado ao gene de calcitonina/adrenomedulina: O
peptídeo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP) pertence a uma família de
neuropeptídeos que incluem a calcitonina, a adrenomedulina e a amilina. No
estômago, a adrenomedulina está presente nas células ECL e o CGRP nos
neurônios sensoriais extrínsecos. Seus receptores já foram identificados em células
D nas glândulas da mucosa antral e oxíntica (HAGNER et al., 2002; KAWASHIMA
et al., 2002). Ambos CGRP e adrenomedulina estimulam a secreção gástrica de
somatostatina e inibem a secreção de histamina, inibindo a secreção ácida gástrica
(HIRSCH et al., 2003).
A amilina está co-localizada com a somatostatina nas células endócrinas
do fundo gástrico. Em estômagos de ratos e camundongos, a amilina liberada das
células D, por via autócrina, interage com receptores de amilina, aumentando a
secreção de somatostatina, que consequentemente inibe a secreção de histamina
e ácido gástrico (ZAKI et al., 2002).
⇒ Prostaglandinas: As prostaglandinas (PGs) inibem a secreção de
ácido por ação direta na célula parietal ou indiretamente pela inibição da liberação
de gastrina (PRINZ et al., 1992). Nas células parietais, as PGs modulam a
secreção ácida por inibir o aumento de AMPc induzido por histamina (Revisado por
ATAY et al., 2000).
1.3.3.2c Papel do Óxido Nítrico na Secreção Ácida Gástrica
Vários estudos com informações contraditórias têm demonstrado que o NO
também interfere na secreção gástrica de ácido. Estudos in vitro têm demonstrado
que o NO estimula a secreção ácida gástrica em camundongos (HASEBE et al.,
1998; HASEBE et al., 2001) e em cães (BILSKI et al., 1994). No entanto, outros
pesquisadores demonstraram que o NO inibe a secreção ácida gástrica em ratos
(BROWN et al., 1993; KATO et al., 1998) e em glândulas gástricas isoladas de
coelhos (KIM e KIM, 1996). Estudos em humanos indicaram que o NO pode tanto
reduzir quanto aumentar o pH intragástrico (HIRSCH et al., 2000; KONTUREK et
al., 1999).
BROWN et al. (1993) demonstrou, em células parietais isoladas de rato,
que altas doses de um doador de NO inibe a secreção ácida gástrica induzida por
histamina, sugerindo que o NO atua diretamente na célula parietal. KATO et al.
(1998) demonstrou que a administração intragástrica de doadores de NO inibe a
secreção ácida induzida por pentagastrina e inibe a liberação luminal de histamina
em ratos anestesiados. O autor sugere que a inibição da secreção ácida por NO
ocorre pela redução da liberação de histamina pelas células do tipo
enterocromafins (ECL).
Outros estudos demonstram que doadores de NO, em altas doses, inibem
a secreção ácida induzida por histamina, por betanecol e por estimulação vagal em
estômagos isolados de camundongo. Entretanto, estes mesmos autores
observaram um aumento da secreção ácida gástrica e um aumento da liberação de
histamina quando utilizaram baixas doses do doador de NO (HASEBE et al., 2001;
HASEBE et al., 2003).
Segundo HASEBE et al. (2003), esta discrepância do NO em inibir ou
estimular a secreção ácida gástrica pode ser explicada pela hipótese que a
concentração de NO é quem determina se vai ocorrer uma estimulação ou inibição.
Foi assumido que baixas concentrações de NO possuem um efeito estimulatório no
conteúdo celular de histamina, aumentando a secreção ácida gástrica, enquanto
uma alta concentração de NO teria um efeito inibitório nas células parietais,
inibindo a secreção ácida gástrica.
1.3.3.3 Mecanismos Intracelulares
A interação com os receptores M-3 na célula parietal ativa canais de cálcio
operados por receptores, produzindo um influxo de cálcio. Além disso, os
receptores M-3 e CCK-2 presentes na membrana da célula parietal estão
acoplados a fosfolipases que catalisam a quebra dos fosfolipídeos de membrana,
formando o inositol trifosfato (IP 3) e o diacilglicerol (DAG). O IP 3 mobiliza o cálcio
intra e extracelular, elevando sua concentração em até 10000 vezes. O cálcio pode
se ligar a calmodulina, formando o complexo cálcio-calmodulina (CaM), que ativa
as proteínas quinases cálcio dependentes (PCK). O DAG permanece fixo à
membrana plasmática e atua como cofator, junto com o cálcio, na ativação da PKC
(CHEW, 1987; WILKES et al., 1991).
O receptor H-2 presente na célula parietal é acoplado ao sistema adenilato
ciclase via proteína G. A adenilato ciclase estimulada converte a adenosina
trifosfato (ATP) em adenosina monofosfato cíclico (AMPc). O AMPc formado ativa
as proteínas quinases dependentes de AMPc (PKA). A estimulação da célula
parietal pela histamina também produz um aumento de cálcio intracelular
transitório, podendo esclarecer porque os antagonistas de receptor H-2 podem
inibir parcialmente a secreção ácida estimulada por agentes colinérgicos (CHEW,
1987; UEDA e OKADA, 1989; LEWIN e BADO, 1991).
A ativação da PKC pelas vias colinérgicas (M-3) e endócrina (CCK-2) ou a
ativação da PKA pela via histaminérgica (H-2) faz com que proteínas fosforilem as
proteínas responsáveis pela ativação da bomba H+/K+ ATPase (WILKES et al.,
1991).
⇒ H+,K+-ATPase: A H+,K+-ATPase é uma bomba de prótons
responsável pela secreção ácida gástrica. A subunidade , responsável pela troca
de H+ por K+ à custa de ATP, possui 10 segmentos transmembrana. A subunidade
 é uma glicoproteína com sua maior parte no espaço extracelular. Esta
subunidade contém oligossacarídeos, 6 resíduos de cisteína com 3 pontes
dissulfeto, e dobras protéicas intrínsecas que são essenciais para a estabilidade
estrutural e funcional da H+,K+-ATPase (THANGARAJAH et al.; 2002). As H+,K+-
ATPase são estocadas em tubulovesículas citoplasmáticas nas células parietais.
Quando ocorre um estímulo, as tubulovesículas se fundem com a membrana apical
e a H+,K+-ATPase se torna ativa para secretar o ácido. Quando o estímulo é
cessado, as bombas são recicladas e voltam para o compartimento citoplasmático.
Os inibidores da bomba de prótons produzem seu efeito por ligar-se apenas nas
bombas inseridas na membrana apical (Revisado por SCHUBERT, 2003,
SCHUBERT, 2004).
1.4 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO
As úlceras pépticas afetam um número considerável de pessoas no mundo.
As lesões na mucosa gástrica ocorrem quando existe um desequilíbrio entre os
fatores agressores (como a secreção ácida gástrica) e os fatores protetores da
mucosa gástrica (como as sulfidrilas endógenas, as prostaglandinas e o óxido
nítrico) (GLAVIN e SZABO, 1992; WALLACE e GRANGER, 1996). As drogas
disponíveis atualmente para o tratamento das úlceras pépticas desempenham seu
efeito por reduzir fatores agressivos da mucosa gástrica (como os antiácidos e
inibidores da secreção ácida gástrica) ou por estimular fatores defensivos (como o
análogo de prostaglandina).
As plantas podem fornecer compostos capazes tanto de reduzir fatores
agressivos como aumentar a resistência da mucosa gástrica simultaneamente (em
sinergismo), possibilitando o tratamento das ulcerações gástricas com maior
eficácia (BORRELI e IZZO, 2000). Além disso, os produtos naturais também podem
contribuir para a terapêutica dos distúrbios gástricos, através de tratamentos mais
acessíveis, atendendo uma grande parcela da população brasileira (70-80%) que
não tem poder aquisitivo suficiente para participar do mercado consumidor
(FERREIRA et al., 1998).
2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Estudar vias envolvidas no mecanismo de ação do extrato hidroalcoólico
das raízes de Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen responsáveis por seu efeito
protetor gástrico e os princípios ativos responsáveis por estas ações, através de
um fracionamento biomonitorado.
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
1. Identificar a proporção de etanol (50, 70 ou 90%) ideal para a obtenção de
extratos das raízes da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen com maior
concentração de princípios ativos capazes de proteger a mucosa gástrica contra
lesões agudas induzidas por etanol.
2. Escolher um dos modelos de lesões induzidas agudamente (por etanol, por
indometacina ou por estresse) para monitorar o fracionamento do extrato
hidroalcoólico das raízes da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen.
3. Identificar a fração mais efetiva do extrato hidroalcoólico das raízes da Pfaffia
glomerata (Spreng) Pedersen (fracionamento biomonitorado) capaz de proteger
a mucosa gástrica.
4. Identificar vias envolvidas (alvos subcelulares) na ação protetora gástrica da
fração ativa obtida através do fracionamento biomonitorado.
5. Identificar a proporção de etanol (50, 70 ou 90%) ideal para a obtenção de
extratos das raízes da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen com maior
concentração de princípios ativos capazes de inibir a secreção ácida gástrica.
6. Identificar a fração mais efetiva do extrato hidroalcoólico das raízes da Pfaffia
glomerata (Spreng) Pedersen (fracionamento biomonitorado) capaz de inibir a
secreção ácida gástrica.
7. Identificar vias envolvidas na ação anti-secretora ácida da fração ativa obtida
através do fracionamento biomonitorado.
8. Avaliar a participação da via colinérgica na atividade gastroprotetora do extrato
hidroalcoólico das raízes da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen através da
alteração na motilidade gastrointestinal.
9. Identificar os princípios ativos presentes nas frações ativas.
3 MATERIAL E MÉTODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 MATERIAL BOTÂNICO
O pó das raízes da P. glomerata (Spreng) Pedersen foi fornecida pelo
Engenheiro Agrônomo Cirino Corrêa Júnior (CREA 5729-0 7a Região) - EMATER.
A P. glomerata foi coletada nas ilhas e margens do Rio Paraná, do
município de Querência do Norte - PR, em 1998, 2000 e 2001. As raízes foram
divididas em tamanhos menores, submetidas à secagem em estufa com circulação
de ar aquecido e posteriormente trituradas em moinho.
Um exemplar desta espécie está depositado no Herbário do Departamento
de Botânica da Universidade Federal do Paraná, sob registro UPCB nº 38.609.
3.1.2 ANIMAIS
Foram utilizados camundongos (Mus musculus, variedade Swiss) adultos,
machos e fêmeas, com peso variando entre 15 a 30g; ratos (Ratus norvegicus,
variedade Wistar) adultos, fêmeas, com peso variando entre 150 a 300g; e coelho
(Oryctolagus cuniculus) albino adulto, macho, com peso variando de 1 a 2 kg. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal do Paraná (UFPR),
onde foram mantidos sob ciclo de 12 h claro/escuro, com acesso à água e ração ad
libitum ; em alguns experimentos foi necessário jejum de 6 a 15 horas. Todos os
protocolos experimentais utilizando animais foram aprovados pelo Comitê
Institucional de Ética da Universidade Federal do Paraná (número 0.105).
3.1.3 DROGAS, REAGENTES, SOLVENTES E SAIS
Foram utilizados: acetato de sódio cristalizado, ácido clorídrico fumegante,
ácido sulfúrico, bicarbonato de sódio, cloreto de sódio, fosfato de potássio (Merck
do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil), albumina bovina, adenosina 5-trifosfato (ATP),
alcian blue, atropina, -naftil-etilenodiamida, -nicotinamida adenina dinucleotídeo
fosfato (NADPH) forma reduzida, betanecol, cimetidina, citocromo C, 1-cloro 2,4
dinitrobenzeno (CDNB), coquetel inibidor de ATPase, ácido 5,5’-ditio-bis(2-
nitrobenzóico) (DTNB), ácido etilenoglicoltetracético (EGTA), glutationa forma
reduzida, histamina, indometacina, menadiona, molibdato de amônio, nitrato de
sódio,  nitrito de sódio, nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), omeprazol, ouabaína,
pentagastrina, sulfanilamida, trizma base, trizma sal (Sigma, Saint Louis, EUA),
ácido acético glacial, ácido L-ascórbico, carbonato de sódio anidro, sacarose
(Synth, Diadema, Brasil), cloridrato de ranitidina (União Química, Embu-Guaçu,
Brasil), álcool metílico (Ecibra, Santo Amaro, Brasil), álcool etílico P.A 95 %, ácido
tricloroacético P.A., hidróxido de sódio, vermelho de fenol, triton X-100 (Vetec,
Duque de Caxias, Brasil), ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Reagen, Rio de
Janeiro, Brasil), carbonato de sódio, carvão ativado, cloreto de magnésio, cloreto
de potássio (Carlo Erba, Rodano, Itália), fenolftaleína (FarmanilQuima, Curitiba,
Brasil), éter etílico P.A sulfato de Zinco (biotec, São José dos Pinhais, Brasil).
3.1.4 EQUIPAMENTOS
Foram utilizados: agitador de tubos (AP56 Phoenix), agitador de
ependorfes (Marconi), agitador magnético (Fisatom), balanças analíticas (AL500
Marte, AS200 Ohaus, AC210S Sartorius), balança eletrônica (FX-6000 A&D);
centrífuga refrigerada (Christ), concentradores rotatórios (Centrivap 78100-00 e
SK5684 Eberle), dispensador (Boeco), espectrofotômetro (Ultrospec 2000
Pharmacia Biotech), estereoscópio \(SZ40 Olympus), homogeneizador (MA 102
Marconi), estufa (Odontobras), leitor de placas (Tecsan), pHmetro digital (PG2000
Gehaka), pipetas automáticas (Eppendorf), titulador automático (Hirschmann
Laborgate), ultra-som (Unique), ultra-centrífuga (HITACHI Himac CP90B).
3.2 MÉTODOS
3.2.1 MÉTODOS FITOQUÍMICOS
Os extratos e frações das raízes da P. glomerata (Spreng) Pedersen
inicialmente foram processados e fornecidos pela aluna Vanessa Nitta no
laboratório de Farmacognosia do Departamento de Farmácia da Universidade
Federal do Paraná, sob orientação do Profo. Dro. Cid Aimbiré de Moraes Santos.
Para a identificação das vias envolvidas no mecanismo de ação do efeito
da P. glomerata foi necessário refazermos, com orientação do Profo. Dro. Cid
Aimbiré de Moraes Santos, os extratos e a purificação (devido à perda de
atividade).
3.2.1.1 Preparação dos Extratos Brutos Hidroalcoólicos
Os constituintes das raízes da P. glomerata foram extraídos por turbólise e,
com o objetivo de extrair a maior quantidade possível de constituintes de diferentes
polaridades, foram utilizadas soluções hidroalcoólicas com diferentes
concentrações de etanol (50, 70 e 90%), obtendo-se três extratos denominados de
EHaP50, EHaP70 e EHaP90.
3.2.1.2 Fracionamento de EHaP50
⇒ Partição 1 - Fracionamento de EHaP50: O EHaP50 foi solubilizado
em água e particionado em funil de separação com acetato de etila. A fase aquosa
foi novamente particionada com n-butanol, originando três frações com polaridades
crescentes: Fração Acetato de etila (FAE(50)), Fração Butanólica (FBut(50)) e Fração
Aquosa (FAq(50)) (Figura 3.1).
Partição com n-Butanol
Figura 3.1: Fracionamento Biomonitorado do Extrato Hidroalcoólico (50%) das Raízes de Pfaffia glomerata (Spreng)
Pedersen (EHaP50). Os extratos e frações das raízes da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen foram processados e
fornecidos pelo Laboratório de Farmacognosia do Departamento de Farmácia da Universidade Federal do Paraná,
sob orientação do Prof o. Dro. Cid Aimbiré de Moraes Santos.
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⇒ Partição 2 - Fracionamento A da FBut(50): A FBut(50) foi
solubilizada em metanol, onde foi gotejado éter etílico, obtendo-se um precipitado
(FPB(50)) e sobrenadante (FSB(50)) (Figura 3.1).
⇒ Partição 3 - Fracionamento B da FBut(50): A FBut(50) foi
ressuspendida em água e particionada com clorofórmio em funil de separação,
formando 3 fases (frações): fração clorofórmica (FCB(50)), fração emulsão (FEB(50))
e fração aquosa (FAqB(50)) (Figura 3.1). A emulsão se formou entre a fase
clorofórmica e a fase aquosa, permanecendo estável após centrifugação.
Figura 3.2: Fracionamento Biomonitorado do Extrato Hidroalcoólico (70%) das Raízes de Pfaffia glomerata (Spreng)
Pedersen (EHaP70). Os extratos e frações das raízes da Pfaffia glomerata  (Spreng) Pedersen foram processados e fornecidos
pelo Laboratório de Farmacognosia do Departamento de Farmácia da Universidade Federal do Paraná, sob orientação do Profo.
Dro. Cid Aimbiré de Moraes Santos.
Fração Emulsão
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(EHaP50)
Partição com AcEt
⇒ Purificação 4 - Fracionamento da FEB(50): A FEB(50) foi eluída em
coluna cromatográfica, utilizando 5 solventes com polaridade crescente como fase
móvel: ciclohexano:clorofórmio (7:3), ciclohexano:clorofórmio (1:1), clorofórmio,
metanol e metanol:água (1:1); obtendo-se 4 frações denominadas FEB1, 2, 3 e,
4(50) (Figura 3.1).
3.2.1.3 Fracionamento de EHaP70
⇒ Partição 1 - Fracionamento de EHaP70: O EHaP70 foi
solubilizado em água e particionado em funil de separação com acetato de etila,
originando as frações: Acetato de etila (FAE(70)) e Emulsão (FE(70)). A fase aquosa
foi novamente particionada com n-butanol, originando as frações: Butanólica
(FBut(70)) e Aquosa (FAq(70)) (Figura 3.2).
3.2.1.4 Determinação do Peso Seco e do Rendimento dos Extratos e das
Frações
Alíquotas de 200 µL dos extratos foram transferidas para 6 béqueres
previamente marcados, secos e pesados. O conteúdo foi evaporado durante 6
horas em estufa, sob ar quente. Os béqueres foram novamente pesados, com o
auxílio de uma pinça, e então levados para evaporação durante mais 1 hora. Após
não mais existir variação de peso entre a última e penúltima pesagem dos
béqueres (com intervalos de evaporação de 1 hora), foi determinada a quantidade
de resíduo seco em cada amostra possibilitando o cálculo da quantidade de
resíduo seco contido em 1 mL.
O rendimento dos extratos e das frações foram calculadas como percentual
do peso do extrato ou da fração obtida em relação ao peso do extrato ou fração de
origem.
3.2.1.5 Análises Químicas da FBut(50) e da FE(70)
As frações FBut(50) e FE(70) foram analisadas, pela Dra. Luce Maria Brandão
Torres, por ressonância magnética nuclear de hidrogênio (1H-RMN) e por
Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE).
Os espectros de 1H-RMN foram obtidos a 500 MHz em espectrofotômetro
Brucker (DRX-500), na Central Analítica da Universidade de São Paulo. As
amostras foram dissolvidas em água deuterada (D2O) e foram analisadas com
supressão do solvente. As áreas relativas das absorbâncias dos picos representam
o número de hidrogênio obtido por integração eletrônica e suas multiplicidades
aparecem como sinal simples, sinal duplo e sinal múltiplo. Os espectros não foram
integrados porque foi feito com supressão, que dificulta a integração.
Os cromatogramas por CLAE foram obtidos em dois sistemas: (1) Varian
(Pro Star modelo 310) da Seção de Fisiologia do Instituto de Botânica da Secretaria
do Meio Ambiente de São Paulo, utilizando um sistema isocrático MeOH:H2O
50:50, coluna (RP-C-18 90A) de tamanho 150mn x 4,60 mm (Varian–C-307657),
com fluxo constante de 1,0 ml/min, operando a 210 nm; (2) Dionex, Chromeleon,
DAD (diode array detector) da Seção de Ficologia do Instituto de Botânica da
Secretaria do Meio Ambiente de São Paulo, utilizando um sistema isocrático H2O




A) Avaliação da atividade Gastroprotetora: Grupos de animais (n = 6)
foram tratados, pela via oral, com o EHaP50, o EHaP70 e o EHaP90 na dose de
500 mg/kg (esta dose foi escolhida com base nos resultados obtidos
anteriormente (OTOFUJI et al., 2003)). Foi utilizado a ranitidina (60 mg/kg) como
controle positivo.
B) Determinação da potência (DE50) do EHaP50 nos Diferentes Modelos
de Lesões Gástricas: Grupos de animais (n = 6) foram tratados, pela via oral,
com as doses de 125, 200 e 500 mg/kg de EHaP50 no modelo de lesão por
etanol; e com doses de 250, 500 e 1000 mg/kg de EHaP50 nos modelos de
lesão por indometacina e estresse. Foi utilizado a ranitidina (60 mg/kg) como
controle positivo.
C) Biomonitoramento do EHaP50 em lesões gástricas induzidas por etanol
- Frações do EHaP50: Grupos de animais (n = 6) foram tratados, pela via
oral, com as doses de 2,6; 30 e 100 mg/kg de FAE(50); doses de 13, 30 e 100 mg/kg
de FBut (50); e doses de 30 e 100 mg/kg de FAq(50) (doses iguais ou maiores que a
DE80 teórica). Foi utilizado o EHaP50 (500 mg/kg – DE80 real) como controle
positivo.
- Frações (A) da FBut(50): Grupos de animais (n = 6) foram tratados, pela via
oral, com as doses de 5 mg/kg de FPB(50) e 20 mg/kg de FSB(50) (doses próximas a
DE80 teórica). Foi utilizado a FBut (25 mg/kg – DE80 real) como controle positivo.
- Frações (B) da FBut(50): Grupos de animais (n = 6) foram tratados, pela via
oral, com as doses de 1 e 3 mg/kg de FCB(50) e de FEB(50) e doses de 6 e 15 mg/kg
de FAqB(50) (doses próximas a DE80 teórica). Foi utilizado a FBut (25 mg/kg – DE80
real) como controle positivo.
- Frações da FEB(50): Grupos de animais (n = 6) foram tratados, pela via
oral, com as doses de 1,95; 1,35; 1,2; e 0,4 mg/kg de FEB1(50), FEB2(50), FEB3(50),
FEB4(50), respectivamente (doses próximas a DE80 teórica). Foi utilizado a FBut (25
mg/kg – DE80 real) como controle positivo.
D) Estudo do Mecanismo de Ação Gastroprotetor de EHaP50 e FBut(50):
Grupos de animais (n = 6) foram tratados, pela via oral, com as doses de 100, 300
e 1000 mg/kg de EHaP50; e doses de 10 e 100 mg/kg de FBut(50).
E) Avaliação da Atividade Anti-secretora Ácida: Grupos de animais (n =
6) foram tratados, pela via intraduodenal, com o EHaP50, o EHaP70 e o
EHaP90 em doses iguais (500 mg/kg). Foi utilizado a ranitidina (60 mg/kg) como
controle positivo.
F) Determinação da potência (DE50) do EHaP70 na Atividade Anti-
secretora Ácida: Grupos de animais (n = 6) foram tratados, pela via
intraduodenal, com as doses de 100, 300 e 1000 mg/kg do EHaP70. Foi
utilizado a ranitidina (60 mg/kg) como controle positivo.
G) Estudo do Mecanismo de Ação Anti-secretor de Ácido de EHaP70
- Estudo do EHaP70 sobre a Secreção Ácida Estimulada por Histamina,
Petagastrina e Betanecol: Grupos de animais (n = 6) foram tratados, pela via
intraduodenal, com as doses de 100, 300, e 1000 mg/kg de EHaP70. A
secreção ácida gástrica foi estimulada, 1 h após o tratamento, com histamina
(20 mg/kg – sc.) ou betanecol (2,5 mg/kg – sc.) ou pentagastrina (0,4 mg/kg –
sc.). Como controles positivos foram utilizados a ranitidina (60 mg/kg – id.) ou a
atropina (3,0 mg/kg – sc).
H) Atividade das Frações do EHaP70: Grupos de animais (n = 6) foram
tratados, pela via intraduodenal, com a dose de 4 mg/kg de FAE(70); dose de 30
mg/kg de FBut(70); dose de 325 mg/kg de FAq(70); e dose de 45 mg/kg de FE(70)
(doses iguais ou maiores que a DE80 teórica). Foi utilizado o EHaP70 (760 mg/kg –
DE80 real) como controle positivo.
I) Determinação da potência (DE50) da FE(70) na atividade anti-secretora
ácida gástrica: Grupos de animais (n = 6) foram tratados, pela via intraduodenal,
com as doses de 45, 300, e 500 mg/kg de FE(70). Foi utilizado a ranitidina (60
mg/kg) como controle positivo.
J) Estudo do mecanismo de ação anti-secretor de ácido de FE(70) in
vitro: Foram utilizadas as concentrações de 10 a 1000 g/ml de FE(70).
L) Estudo do Mecanismo de Ação Anti-secretor de Ácido da FE(70) in
vivo: Grupos de animais (n = 6) foram tratados com FE(70), pela via
intraduodenal, com a dose de 100 mg/kg (dose correspondente a DE80).
M) Efeito de EHaP70 sobre os Níveis de NO Gástricos: Grupos de
animais (n = 6) foram tratados com L-NAME (120 mg/kg – v.o.) ou com
indometacina (10 mg/kg – sc.). Após 30 min foram tratados com EHaP70 (760
mg/kg – id. – DE80).
N) Avaliação da Motilidade Gastrintestinal: Grupos de animais (n = 6)
foram tratados, pela via oral, com a dose de 1000 mg/kg, dose próxima a DE80
do EHaP50 no modelo de lesões gástricas induzidas por etanol e próxima a
DE80  do EHaP70 no modelo de hipersecreção ácida gástrica por ligadura
pilórica. No modelo de indução de diarréia por óleo de rícino, foi utilizado a
loperamida como controle positivo (5 mg/kg – v.o.).
3.2.2.1.1 Cálculo da DE80 real e teórica
Para biomonitorar o fracionamento foi utilizado como controle positivo o
extrato ou a fração que originou as frações a serem testadas. Nestes experimentos,
para garantir que o efeito seria visualizado, o controle positivo foi testado na DE80
real (calculada a partir da DE50 real, como exemplificado abaixo).
Ex.: Cálculo para obtenção da DE80 real do EHaP50 em proteger a mucosa
gástrica contra as lesões induzidas por etanol 70 %.
314 mg/kg do EHaP50 (DE50 real)   -------   50 % de gastroproteção
                  X (DE80 real)                   -------   80 % de gastroproteção
x (DE80 real) = 502 mg/kg do EHaP50
As doses utilizadas das frações do EHaP50, bem como todas as frações
utilizadas neste estudo, correspondem às doses próximas à DE80 teórica. As DE80
teóricas foram calculadas considerando a DE80 real do extrato ou fração de origem
e o rendimento de cada fração em relação ao extrato ou fração de origem, como
demonstrado abaixo:
      500 mg/kg do EHaP50 (DE80)    -------    100 % do EHaP50
   x (DE80 teórica da FBut(50))    -------    2,66 % do EHaP50 (rendimento da FBut(50))
x (DE80 teórica da FBut(50)) = 13,3 mg/kg
3.2.2.2 Avaliação e Biomonitoramento da Atividade Gastroprotetora
3.2.2.2.1 Lesões Gástricas Induzidas por Etanol
Ratos, após jejum de 15 horas (com acesso à água ad libitum), foram
divididos em grupos e foram tratados. Após 1 hora do tratamento, as lesões
gástricas foram induzidas pela administração de etanol 70 % (2,5 ml/kg) pela via
oral. Uma hora após a administração do etanol, os animais foram sacrificados
através de deslocamento cervical, os estômagos foram removidos e abertos ao
longo da curvatura menor. A mucosa foi lavada com água destilada fria e esticada
para inspeção das lesões gástricas, sobre placa de gelo (ROBERT et al, 1979). A
quantificação das lesões gástricas foi realizada como indicado no item 3.2.2.2.4.
Em alguns experimentos, após a quantificação das lesões, os estômagos foram
guardados a -70 ºC, para posterior determinação da atividade de algumas enzimas
antioxidantes nas frações subcelulares gástricas.
3.2.2.2.2 Lesões Gástricas Induzidas por Indometacina
Ratos, após jejum de 15 horas (com acesso à água ad libitum), foram
divididos em grupos e foram tratados. Após 1 hora do tratamento, as lesões
gástricas foram induzidas com a injeção de indometacina (20 mg/kg) pela via
subcutânea. Seis horas após a administração do antiinflamatório, os animais foram
sacrificados através de deslocamento cervical, os estômagos foram removidos e
abertos ao longo da curvatura menor. A mucosa foi lavada com água destilada e
esticada para inspeção das lesões gástricas (DJAHANGURI, 1969). A
quantificação das lesões gástricas foi realizada como indicado no item 3.2.2.2.4.
3.2.2.2.3 Lesões Gástricas Induzidas por Estresse
Ratos, após jejum de 15 horas (com acesso à água ad libitum), foram divididos
em grupos e foram tratados. Após 1 hora do tratamento, os animais foram superficialmente
anestesiados com éter e imobilizados em contensores apropriados. Os contensores foram
colocados em câmara fria à temperatura de 4OC durante 3 horas. Após este período, os
animais foram sacrificados através de deslocamento cervical, os estômagos foram
removidos e abertos ao longo da curvatura menor. A mucosa foi lavada com água
destilada e esticada para inspeção das lesões gástricas (SENAY e LEVINE, 1967).
A quantificação das lesões gástricas foi realizada como indicado no item 3.2.2.2.4.
3.2.2.2.4 Avaliação das Lesões Gástricas
A quantificação das lesões gástricas foi realizada com auxílio de uma lupa, e
os resultados foram expressos como índice de lesões, índice de úlceras, e índice
total de lesões, conforme a padronização de MESIA (1998):
Índice de lesões: Foram avaliados alguns parâmetros na mucosa gástrica
e a intensidade com que eles ocorrem: leve (1 ponto), moderado (2 pontos) ou
intenso (3 pontos). Os parâmetros avaliados na mucosa gástrica para a obtenção
do índice de lesões compreendem: a perda de pregas, a descoloração da mucosa
ou hiperemia, a presença de edema, a presença de petéquias, o grau de
hemorragia, e a perda da camada de muco. O índice de lesões corresponde ao
somatório da intensidade desses parâmetros.
Índice de úlceras: Foi quantificado o número de lesões menores que 1
mm; e o comprimento (em milímetro) de lesões maiores que 1 mm, que foi
multiplicado por 1,5. O índice de úlceras corresponde ao somatório desses valores.
Índice Total: Corresponde ao somatório do índice de lesões e do índice de
úlceras.
3.2.2.3 Avaliação Temporal do Efeito Gastroprotetor do EHaP50 e
Frações no Modelo de Indução de Lesões Gástricas Agudas por Etanol
O EHaP50, a FBut(50) e a FEB(50) foram armazenados a -20 ºC em frasco
âmbar por um período de 3 a 5 meses. Este extrato e estas frações foram testas
durante esse período no modelo experimental de lesões induzidas por etanol,
permitindo avaliar a atividade dos mesmos com o passar do tempo. O efeito do
EHaP50 foi avaliado em setembro a dezembro de 2003; o efeito da FBut(50)  em
dezembro de 2003, fevereiro e março de 2004; e o efeito da FEB(50) em março e
agosto de 2004.
3.2.2.4 Preparação das Frações Subcelulares Gástricas para o Estudo do
Mecanismo de Ação Gastroprotetor do EHaP50 e da FBut(50)
Após a avaliação das lesões gástricas nos modelos de lesões agudas
induzidas por etanol, as regiões glandular (corpo e antro) e não-glandular (fundo)
dos estômagos foram separadas, pesadas e homogeneizadas em tampão pH 7,5
(Tris 50 mM, KCl 1,15 %).
Em uma parte do homogenato foram quantificados os níveis de glutationa
(GSH) (item 3.2.2.4.3); e a outra parte foi centrifugada a 9000 x g durante 20
minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi filtrado através de uma gaze e foi submetido à
ultracentrifugação (105 000 x g por 60 minutos a 4 °C). Uma parte do sobrenadante
(citosol) do grupo controle não lesionado (CNL) foi congelado e guardado a -70 °C
para posterior caracterização das enzimas NAD(P)H quinona oxidorredutase 1
(NQO1) (item 3.2.4.1) e glutationa S-transferase (GST) (item 3.2.2.4.2). A outra
parte do sobrenadante do grupo CNL, assim como de todos os grupos foram
congelados e guardados a -70 °C para posterior análise enzimática da atividade
das enzimas NQO1 e GST (item 3.2.2.4.4 e 3.2.2.4.5).
O conteúdo protéico do citosol foi quantificado pelo kit de análise protéica
BCA - Pierce, em microplacas, por leitura espectrofotométrica, utilizando a
albumina como padrão.
3.2.2.4.1 Caracterização da atividade da NAD(P)H quinona
oxidorredutase 1 (NQO1) na região glandular gástrica
O método para a determinação da atividade da NQO1 presente na mucosa
gástrica foi realizado com base no método de JAISWAL et al. (1988). A atividade
específica da NQO1 foi determinada pela redução do citocromo C, na presença de
citosol gástrico, menadiona e NADPH, por leitura espectrofotométrica a 550 nm. As
reações foram realizadas em tampão fosfato de potássio 50 mM em pH 7,7;
contendo Triton X-100 (0,04 %) a temperatura ambiente.
Para a caracterização da atividade da enzima NQO1 na região glandular
gástrica, foi realizada uma curva de atividade de NQO1 dependente de proteína
(1,8 a 15,0 µg/ml), utilizando-se como substrato 10 µM de menadiona, 0,5 mM de
NADPH e 50 µM de citocromo C. A atividade da NQO1 foi quantificada em
intervalos de 10 s durante 2 min. Também foram realizadas curvas de atividade
dependente de tempo (60 a 420 s) e dependente de NADPH (10 µM a 1 mM).
A atividade específica da NQO1 foi expressa em nmoles/mg/min, utilizando
o coeficiente de extinção do citocromo C de 21/mM/cm.
3.2.2.4.2 Caracterização da Atividade da Glutationa S-transferase (GST)
na Região Glandular Gástrica
O método para a determinação da atividade da GST presente na mucosa
gástrica foi realizado com base no método de HABIG et al. (1974). A atividade
específica da GST foi determinada pela conjugação do CDNB com a glutationa
reduzida (GSH), na presença de citosol gástrico, por leitura espectrofotométrica a
340 nm. As reações foram realizadas em tampão fosfato de potássio 100 mM em
pH 6,5 a temperatura ambiente.
Para a caracterização da atividade da enzima GST na região glandular
gástrica, foi realizada uma curva de atividade dependente de proteína (3,5 a 145
µg/ml), utilizando-se como substrato 1 mM de glutationa reduzida (GSH) e 1 mM de
CDNB. A atividade da GST foi quantificada em intervalos de 10 s durante 1min.
Também foram realizadas curvas de atividade dependente de tempo (1 a 10 min),
dependente de GSH (0,25 mM a 4,0 mM), e dependente de CDNB (0,25 mM a 5,0
mM).
A atividade específica da GST foi expressa em nmoles/mg/min, utilizando o
coeficiente de extinção da glutationa de 9,5/mM/cm.
3.2.2.4.3 Quantificação de Glutationa Reduzida (GSH) Gástrica
O método para a determinação dos níveis de GSH presentes na mucosa
gástrica foi realizado baseando-se no método de SEDLAK & LINDSAY (1968).
Alíquotas de 200 µl do homogenato da mucosa gástrica foram misturadas
com 250 µl de ácido tricloroacético (ATC) 12 %, agitados por 10 min e
centrifugados a 3000 x g durante 15 minutos. Alíquotas de 10 µl do sobrenadante
foram adicionadas em 290 µl de tampão TRIS 0,4 M (pH 8,9), e a reação foi
iniciada com a adição de 5 µl de 5,5’-ditiobis (2-ácido nitrobenzóico) (DTNB) 0,01
M, 5 min antes da leitura espectrofotométrica (412nm). Todos os procedimentos
foram realizados a 4 ºC. Os valores individuais foram interpolados numa curva
padrão de GSH e expressos em µg GSH/g tecido.
3.2.2.4.4 Quantificação da Atividade Enzimática da NAD(P)H quinona
oxidorredutase 1 (NQO1) Presente na Região Glandular Gástrica
O método para a determinação da atividade da NQO1 presente na mucosa
gástrica foi realizado com base no método de JAISWAL et al. (1988), como descrito
no item 3.2.2.4.1.
A quantificação da atividade específica da NQO1 presente na mucosa
gástrica de cada animal foi realizada em duplicata, por leitura espectrofotométrica a
550 nm, utilizando 7 µg/ml de proteína citosólica, na presença de 250 µM de
NADPH. Os resultados foram expressos em nmoles/mg/min, utilizando o
coeficiente de extinção do citocromo C de 21/mM/cm.
3.2.2.4.5 Quantificação da atividade enzimática da Glutationa S-
transferase (GST) presente na região glandular gástrica
O método para a determinação da atividade da GST presente na mucosa
gástrica foi realizado com base no método de HABIG et al. (1974), como descrito
no item 3.2.2.4.2.
A quantificação da atividade específica da GST presente na mucosa
gástrica de cada animal foi realizada em duplicata, por leitura espectrofotométrica a
340 nm, utilizando 10 µg/ml de proteína citosólica, na presença de 1 mM de GSH.
Os resultados foram expressos em nmoles/mg/min, utilizando o coeficiente de
extinção glutationa de 9,5/mM/cm.
3.2.2.5 Avaliação da Atividade Anti-secretora Ácida Gástrica
3.2.2.5.1 Métodos de Estudo In vivo: Ligadura Pilórica In situ
Ratos, após jejum de 15 horas (com acesso à água ad libitum), foram
divididos em grupos, anestesiados com éter e fixados em decúbito dorsal em
placas de isopor. Através de uma incisão de cerca de 2 cm no abdome, localizou-
se o estômago e procedeu-se a ligadura do piloro com linha cordonê. Os animais
foram tratados pela via intraduodenal, a parede abdominal foi suturada e, após
quatro horas da cirurgia, os animais foram sacrificados. O esôfago foi pinçado, o
estômago removido e aberto pela curvatura menor. A mucosa gástrica foi lavada
com 3 ml de água em placa de Petri sobre gelo. O estômago foi guardado a –70 ºC
e o suco gástrico foi centrifugado (1500 rpm x 30 min em centrífuga refrigerada).
Foi armazenado 300 µl do sobrenadante a –70 ºC para a quantificação de NO2/NO3
(item 3.2.2.5.1b), e o restante do sobrenadante foi utilizado para a determinação do
volume e da acidez total, como indicado abaixo (SHAY et al, 1945). Em alguns
experimentos os animais foram tratados com L-NAME (120 mg/kg – v.o.) ou com
indometacina (10 mg/kg – sc.) 30 min antes da ligadura pilórica.
3.2.2.5.1a Quantificação da Secreção Ácida Gástrica: O volume
secretado foi determinado por medida direta (em provetas), e a acidez total
(Eq[H+]/mL/4 h) por titulação com NaOH 0,1 N; utilizando fenolftaleína 2 % como
indicador (DOMER, 1971).
3.2.2.5.1b Quantificação de NO2/NO3: Para a quantificação de NO2/NO3
(NOx) na secreção gástrica, 150 l das amostras foram diluídas (1:1) com água
Mili-Q e desproteinizadas com 30 l de sulfato de zinco 10 %. Após 10 min de
agitação vigorosa e repouso em banho de gelo por 1 hora, as amostras foram
centrifugadas (10 000 rpm/4oC/15 min).
Para a conversão do nitrato a nitrito, as amostras foram incubadas por 3
horas a 37°C, em 10 µl de NaOH 1N, 20 µl de formiato de amônia, 20 µl de fosfato
de sódio e 10 µl de cultura de bactéria Escherichia coli (obtida em cultivo
anaeróbico). A bactéria expressa a enzima nitrato redutase, responsável pela
redução de NO3 em NO2. Após o período de incubação, as amostras foram
centrifugadas (3 000 rpm/10 min) para a remoção da bactéria, e em 100 µl do
sobrenadante foram adicionados 100 µl do reagente de Griess.
A quantificação de NOx foi realizada por leitura espectrofotométrica a 540
nm. Os resultados foram interpolados em uma curva padrão de nitrito e nitrato (0 a
150 µM), sendo expressos como µM de NOx (GRANGER et al, 1990).
O reagente de Griess foi preparado na hora dos experimentos, pela
mistura na proporção de 1:1 do reagente 1 (sulfanilaminda 1% (p/v) em H3PO4
10% (v/v)) e do reagente 2 (-naftil-etilenodiamina 0.1%).
3.2.2.5.1c Quantificação de Glutationa Reduzida (GSH) Gástrica: A
quantificação do GSH foi realizada em 200 µl de tecido gástrico e em 100 µl de
plasma, como descrito no item 3.2.2.4.3.
3.2.2.5.1d Isolamento das Vesículas Gástricas de Ratos: Os estômagos
dos ratos foram removidos para banho de gelo, aberto pela curvatura menor,
lavado e descartado as regiões antral e cardial. A mucosa gástrica foi pesada,
transferida para o tampão de homogeneização (Tris.HCl 50 mM (pH 7,4), sacarose
250 mM, MgCl2 10 mM, KCl 5 mM, EDTA 1 mM e coquetel de inibidores de
protease 0,01 %) e homogeneizadas (de cada duas mucosas fez-se um
homogenato). O homogenato foi centrifugado a 9000 x g por 40 min, o precipitado
foi descartado e o sobrenadante novamente centrifugado a 100000 x g por 1 h,
obtendo-se um precipitado com as vesículas da membrana apical contendo a H+,
K+-ATPase não purificada (KUBO et al., 1995).
3.2.2.5.1e Purificação da H+,  K+-ATPase de Ratos: Foi realizado por
centrifugação em gradiente descontínuo de sacarose segundo método de KUBO et
al. (1995). O precipitado contendo a H+, K+-ATPase foi ressuspenso em tampão de
homogeneização (Sacarose 250 mM, MgCl2 2 mM, ácido etilenoglicol-tetracético
(EGTA) 1 mM, e TRIS.HCl 50 mM; pH 7,4) e foi cuidadosamente adicionada à uma
solução de sacarose 30 % (1:3). Os tubos foram centrifugados a 100 000 x g por 2
h. Duas bandas e um precipitado foram obtidos. As membranas sedimentadas na
superfície da solução de sacarose 30 % foram coletadas. Todos os procedimentos
foram realizados a 4 °C. O material enzimático foi congelado e guardado a -70 °C.
A quantificação protéica foi realizada através do kit de análise protéica BCA
– Pierce, utilizando albumina bovina como padrão.
3.2.2.5.1f Ensaio de Atividade Enzimática da H+, K+-ATPase: A atividade
ATPásica foi determinada mediante a quantificação do fósforo inorgânico (Pi)
liberado da hidrólise de ATP exógeno, na presença de K+. A reação foi iniciada pela
adição da proteína enzimática a 150 µl de tampão Tris.HCl (pH 7,4) contendo
cloreto de magnésio 2,5 mM, cloreto de potássio 20 mM e ATP, na ausência e na
presença da FE(70). A reação foi interrompida, após 20 min de incubação a 37 °C,
pela adição de 50 µl de ATC 50 % e esfriamento rápido em banho de gelo
(MURAKAMI et al., 1992). A quantificação do fosfato inorgânico liberado foi
realizada através da adição de 900 µl da solução reagente (4,7 ml de água; 0,7 ml
de ácido sulfúrico 10 N; 0,6 ml de molibdato de amônio 2,4 %; e 3 ml de ácido
ascórbico 10 %) nas amostras, que foram incubadas por 20 min a 37 °C. O produto
obtido foi quantificado por leitura espectrofotométrica a 820nm (FISKE e
SUBBAROW, 1925; TERSARIOL, 1989). A atividade enzimática foi calculada
utilizando o coeficiente de extinção do Pi (ε = 11 000/M/cm).
3.2.2.6 Estudo sobre a Atividade na H+, K+-ATPase in vitro
3.1.2.6.1 Isolamento das Vesículas Gástricas de Coelho: O coelho foi
morto por concussão cerebral, seguido de sangramento pelas carótidas. O
estômago foi removido para banho de gelo, aberto pela curvatura menor, lavado e
descartado as regiões antral e cardial. A mucosa do corpo gástrico foi rapidamente
separada das camadas muscular e submucosa. A mucosa gástrica foi picada em
pedaços menores, pesada, transferida para o tampão de homogeneização
(Tris.HCl 50 mM - pH 7,4 -, sacarose 250 mM, MgCl2 10 mM, KCl 5 mM, EDTA 1
mM e coquetel de inibidores de protease 0,01 %) e homogeneizada. O homogenato
foi centrifugado a 9000 x g por 40 min, o precipitado foi descartado e o
sobrenadante novamente centrifugado a 100000 x g por 1 h, obtendo-se um
precipitado com as vesículas da membrana apical contendo a H+, K+-ATPase não
purificada (KUBO et al., 1995).
3.2.2.6.2 Purificação da H+, K+-ATPase de Coelho: Foi realizado por
centrifugação em gradiente descontínuo de sacarose segundo método de KUBO et
al. (1995), como descrito do item 3.2.2.5.1e.
3.2.2.6.3 Ensaio de Atividade Enzimática da H+, K+-ATPase de Coelho: A
atividade ATPásica foi determinada conforme descrito no item 3.2.2.5.1f. A
porcentagem de inibição produzida pela FE(70) foi calculada considerando a
atividade ATPásica como sendo 100 % na ausência da fração.
3.2.2.7 Avaliação da Motilidade Gastrintestinal
3.2.2.7.1  Esvaziamento Gástrico de Semi-sólidos
Esse método consiste na administração de um marcador colorido semi-
sólido (vermelho de fenol 0,05 % em carboximetilcelulose 1,5 %) e na avaliação da
quantidade do marcador que permanece no estômago durante um período de
tempo. Camundongos, em jejum de 6 horas foram tratados e após 30 minutos ou 1
hora dos tratamentos, foi administrado o marcador colorido. O grupo controle
tempo zero foi sacrificado, por deslocamento cervical, logo após a administração do
marcador colorido, e os outros grupos após 20 min da administração. A cavidade
abdominal foi aberta, o piloro e a parte distal do esôfago foram pinçados, o
estômago retirado com seu conteúdo e então aberto e lavado com 7 mL de água
destilada. O conteúdo gástrico coletado foi centrifugado a 1500 x g por 15 min. Foi
coletado 1 mL do sobrenadante, no qual foi adicionado 1 mL de NaOH 1N (pH 12).
Os resultados foram obtidos por leitura espectrofotométrica a 560nm, e expressos
em porcentagem de esvaziamento gástrico em relação ao grupo controle tempo
zero (SCARPIGNATO et al, 1980).
3.2.2.7.2 Trânsito Intestinal
Esse método consiste na administração de um marcador colorido
(vermelho de fenol 0,05 % em carboximetilcelulose 1,5 %) e na avaliação do trajeto
do mesmo no intestino delgado durante um período de tempo. Camundongos, em
jejum de 6 horas, foram tratados e após 30 minutos ou 1 hora dos tratamentos, foi
administrado o marcador colorido. O grupo controle tempo zero foi sacrificado, por
deslocamento cervical, logo após a administração do marcador colorido, e os
outros grupos após 20 min da administração. A cavidade abdominal foi aberta e o
intestino delgado foi removido. Com auxílio de uma régua, foi determinado o
comprimento total do intestino delgado de cada animal (distância entre o piloro até
a válvula ileocecal), e a distância percorrida pelo marcador (até a última porção que
contenha pelo menos 1 cm contínuo do marcador). Os resultados foram expressos
em porcentagem da distância percorrida pelo marcador em relação ao
comprimento total do intestino delgado (STICKNEY e NORTHUP, 1959).
3.2.2.7.3 Diarréia Induzida por Óleo de Rícino
Camundongos, em jejum de 6 horas, foram tratados. Após 1 hora dos
tratamentos, foi administrado o óleo de rícino (0,3 mL/animal) por via oral a todos
os animais. Durante 90 minutos após a administração do indutor da diarréia foi
observado o tempo percorrido para que cada animal eliminasse o primeiro episódio
seco, o primeiro episódio úmido, e o número e o peso dos episódios úmidos
(AWOUTERS et al, 1978).
3.2.2.8 DETERMINAÇÃO DA DOSE 50 % EFETIVA (DE50) E DA CONCENTRAÇÃO 50
% INIBITÓRIA (CI50)
As DE50 e CI50 foram calculadas plotanto os dados obtidos na equação
Vi/V0 = 1/(1-[I]/DE50, utilizando o programa para Windows, Kaleida Graph (Synergy
Software, PA, EUA).
3.2.2.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA
Os resultados foram expressos como médias ± erro padrão das médias de
cinco a sete animais por grupo.
Todos os dados que obedeceram a uma distribuição normal foram
submetidos à análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey ou




4.1.1 Rendimentos e Propriedades Físicas dos Extratos Brutos
Hidroalcoólicos das Raízes de P. glomerata (EHaPs)
Os extratos brutos hidroalcoólicos das raízes da P. glomerata foram
preparados e/ou fornecidos na forma de soluções aquosas, com seus respectivos
rendimentos, pelo Laboratório de Farmacognosia do Departamento de Farmácia do
Setor de Ciências da Saúde da UFPR. Estes extratos apresentaram diferentes pH
(de 5 a 7 unidades de pH) e rendimentos (Tabela 4.1).
Tabela 4.1: Propriedades físicas e rendimento dos extratos brutos hidroalcoólicos das raízes de
Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen
Extrato Cor pH Solubilidade
Rendimento em relação
ao pó das raízes*
EHaP50 marrom claro entre 6 - 7 solúvel em água 61,25 %
EHaP70 marrom claro entre 5 - 6 solúvel em água 64,14 %
EHaP90 amarelo entre 5 - 6 solúvel em água 60,90 %
* Dados obtidos e fornecidos pelo Laboratório de Farmacognosia – Departamento de Farmácia; Setor de Ciências da Saúde
– UFPR.
4.1.2 Rendimentos e Propriedades Físicas das Frações do EHaP50
Partição 1: Frações do EHaP50: As frações acetato de etila (FAE(50)) e
butanólica (FBut(50)) do extrato bruto hidroalcoólico (50%) das raízes da P.
glomerata foram preparados e/ou fornecidas na forma de pó e foram
solubilizadas em cremofor 5% em água. A fração aquosa (FAq(50)) deste extrato
foi fornecida na forma de solução aquosa. Estas frações apresentaram
colorações (de amarelo-esverdeado à marrom escuro) e rendimentos diferentes,
e pH similar (Tabela 4.2).
Tabela 4.2: Propriedades físicas e rendimento das frações do EHaP50
Fração Cor pH Solubilidade
Rendimento em
relação ao EHaP50*
FAE(50) amarelo-esverdeado entre 5 - 6 insolúvel em água 0,52 %
FBut(50) marrom claro entre 5 - 6 pouco solúvel em água 2,66 %
FAq(50) marrom escuro entre 5 - 6 solúvel em água 18.39 %
* Dados obtidos e fornecidos pelo Laboratório de Farmacognosia – Departamento de Farmácia; Setor de Ciências da Saúde
– UFPR.
Partição 2: Frações A da FBut(50): As frações precipitado (FPB(50)) e
sobrenadante (FSB(50)) da fração butanólica do extrato bruto hidroalcoólico
(50%) das raízes da P. glomerata foram fornecidas, na forma de pó e foram
solubilizadas em cremofor 5% em água. Estas frações apresentaram diferentes
colorações (de amarelo à marrom), rendimentos e pH (Tabela 4.3).
Tabela 4.3: Propriedades físicas e rendimento das frações A da FBut(50)
Fração Cor pH Solubilidade
Rendimento em
relação à FBut*
FPB(50) marrom escuro entre 6 - 7 insolúvel em água 19%
FSB(50) marrom claro entre 6 - 7 insolúvel em água 81%
* Dados fornecidos e reproduzidos com autorização do Laboratório de
Farmacognosia – Departamento de Farmácia; Setor de Ciências da Saúde –
UFPR.
Partição 3: Frações B da FBut50: As frações clorofórmica (FCB(50)),
emulsão (FEB(50)) e aquosa (FAqB(50)) da fração butanólica do extrato bruto
hidroalcoólico (50%) das raízes da P. glomerata foram fornecidas, na forma de
solução metanólica. Estas frações apresentaram diferentes colorações e
rendimentos (Tabela 4.4).
Tabela 4.4: Propriedades físicas e rendimento das frações B da FBut(50)
Fração Cor pH Solubilidade
Rendimento em
relação à FBut*
FCB(50) amarelo entre 6 - 7 insolúvel em água 11%
FEB(50) amarelo entre 5 - 6 insolúvel em água 8,51%
FAqB(50) marrom entre 6 - 7 solúvel em água 64,49%
* Dados fornecidos e reproduzidos com autorização do Laboratório de
Farmacognosia – Departamento de Farmácia; Setor de Ciências da Saúde –
UFPR.
Partição 4: Frações da FEB(50): As frações obtidas a partir de FEB(50)
(FEB1(50), FEB2(50), FEB3(50), FEB4(50)) foram fornecidas, na forma de solução
metanólica.
4.1.3 Rendimentos e Propriedades Físicas das Frações do EHaP70
Partição 1: Frações do EHaP70: As frações acetato de etila (FAE(70)),
emulsão (FE(70)), butanólica (FBut(70)) do extrato bruto hidroalcoólico (70%) das
raízes da P. glomerata foram preparadas e/ou fornecidas na forma de pó e
foram solubilizadas em cremofor 5% em água. A fração aquosa (FAq(70)) deste
extrato foi fornecida na forma de solução aquosa. Estas frações apresentaram
rendimentos e colorações (de amarelo-esverdeado à marrom escuro) diferentes,
e pH similar (Tabela 4.5).
Tabela 4.5: Propriedades físicas e rendimento das frações do EHaP70
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* Dados obtidos ou fornecidos pelo Laboratório de Farmacognosia – Departamento de Farmácia; Setor de Ciências da Saúde
– UFPR.
4.1.4 RESULTADOS DAS ANÁLISES QUÍMICAS DA FBUT(50) E DA FE(70)
Os dados de CLAE e 1HRMN (ver anexo) obtidos com a FBut(50) sugerem
que a mesma é uma mistura contendo três compostos majoritários, que podem ser
esteróides do tipo ecdisterona e rubrosterona (observados pela 1H-RNM), já
relatados anteriormente para a espécie P. glomerata (SHIOBARA et al., 1993). No
entanto, estes resultados precisam ser confirmados com a obtenção dos
compostos puros e com novas analises.
Os dados de CLAE e 1HRMN (ver anexo, item 8) obtidos com a FE(70)
sugerem que a mesma é uma mistura contendo três compostos majoritários. Os
dados espectrais e os testes fitoquímicos realizados com as raízes da P. glomerata
(FREITAS, 2000), na qual foi observado a presença de saponinas, indicam que a
FE(70) é constituída de triterpenos ligados à açúcar.
4.2 RESULTADOS FARMACOLÓGICOS
4.2.1 Avaliação da Atividade Gastroprotetora
4.2.1.1 Comparação dos Efeitos dos Extratos Brutos Hidroalcoólicos das
Raízes de P. glomerata (EHaPs) sobre as Lesões Gástricas Induzidas por
Etanol
A administração de etanol 70 % induziu a formação de lesões na mucosa
gástrica acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
hemorragia, com índices de lesões, de úlceras e índice total de lesões de 11,7 +
0,4; 117,2 + 3,9; e 128,9 + 4,0; respectivamente (Figura 4.1a, 4.1b e 4.1c).
A perda das pregas gástricas e o aparecimento de edema e hemorragia
foram menores nos grupos pré-tratados com o EHaP50 (500 mg/kg) e com o
EHaP90 (500 mg/kg), podendo ser observado pela redução do índice de lesões em
37 e 17 %, respectivamente (Figura 4.1a).
As ulcerações na mucosa gástrica induzidas pela administração do etanol
foram menores (em tamanho e quantidade) nos grupos pré-tratados com o EHaP50
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Figura 4.1: Comparação dos Efeitos dos Extratos Brutos Hidroalcoólicos (50, 70 e 90% em etanol) das raízes de P.
glomerata (EHaP50, EHaP70 e EHaP90) sobre as lesões gástricas induzidas por etanol. Os resultados estão
expressos como médias ± erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam os valores obtidos pela aplicação
da tabela de pontuação para lesões gástricas agudas (MESIA, 1998), 1 hora após a indução das lesões. a) Índice de
lesões; b) Índice de úlceras; c) Índice total de lesões.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.
 ** Diferente do grupo controle para p < 0.01; e *** para p < 0,001.
Grupo Índice de Úlceras
C 117,2 ± 3,9
EHaP50 17,9 ± 3,9 ***
EHaP70 106,4 ± 14,2
EHaP90 61,3 ± 11,8 ***
R 70,0 ± 9,5 **
Grupo Índice Total
C 128,9 ± 4,0
EHaP50 26,1 ± 3,9 ***
EHaP70 118,0 ± 14,4
EHaP90 63,4 ± 11,1 ***
R 78,6 ± 10,0 ***
Grupo Índice de Lesões
C 11,7 ± 0,4
EHaP50 7,7 ± 0,2 ***
EHaP70 11,6 ± 0,5
EHaP90 9,7 ± 0,4 **
R 8,6 ± 0,5 ***
a) b)
c)
(500 mg/kg) e com o EHaP90 (500 mg/kg), reduzindo o índice de úlceras em 85 e
48%, respectivamente (Figura 4.1b).
Todos os parâmetros analisados na mucosa gástrica se resumem no índice
total, que foi reduzido em 80 % no grupo pré-tratado com o EHaP50 (500 mg/kg) e
em 51 % no grupo pré-tratado com o EHaP90 (500 mg/kg) (Figura 4.1c).
A ranitidina, controle positivo do teste, reduziu os índices de lesões, de
úlceras e o índice total em 26, 40 e 39 %, respectivamente (Figura 4.1a, 4.1b e
4.1c).
4.2.2 AVALIAÇÃO DO EHAP50 NOS DIFERENTES MODELOS DE LESÕES GÁSTRICAS
4.2.2a Efeito do EHaP50 em Lesões Gástricas Induzidas por Etanol
A administração de etanol 70 % induziu a produção de lesões na mucosa
gástrica, acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
hemorragia, com índices de lesões, de úlceras e índice total de 12,0 + 0,5; 123,8 +
12,4; e 135,8 + 12,8; respectivamente (Figura 4.2a, 4.2b e 4.2c).
A perda das pregas gástricas e o aparecimento de edema e hemorragia
foram menores nos grupos pré-tratados com o EHaP50 em doses de 125, 250 e
500 mg/kg, podendo ser observado pela redução do índice de lesões em 28, 32 e
55 %, respectivamente (Figura 4.2a).
As ulcerações na mucosa gástrica induzidas pela administração do etanol
foram menores (em tamanho e quantidade) nos grupos pré-tratados com o EHaP50
em doses de 250 e 500 mg/kg, reduzindo o índice de úlceras em 41 e 85 %,
respectivamente (Figura 4.2b).
Todos os parâmetros analisados na mucosa gástrica se resumem no índice
total, que foi reduzido em 40 % no grupo pré-tratado com o EHaP50 (250 mg/kg) e
em 82 % no grupo pré-tratado com o EHaP50 (500 mg/kg) (Figura 4.2c).
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Grupo Índice de Lesões
C 12,0 ± 0,5
EHaP50 (125 mg/kg) 8,7 ± 0,6 **
EHaP50 (250 mg/kg) 8,2 ± 0,5 ***
EHaP50 (500 mg/kg) 5,4 ± 0,4 ***
Grupo Índice Total
C 135,8 ± 12,8
EHaP50 (125 mg/kg) 123,2  ± 8,5
EHaP50 (250 mg/kg) 81,2 ± 11,9 **
EHaP50 (500 mg/kg) 24,2 ± 1,7 ***
Grupo Índice de Úlceras
C 123,8 ± 12,4
EHaP50 (125 mg/kg) 114,6 ± 8,3
EHaP50 (250 mg/kg) 73,1 ± 11,7 **
EHaP50 (500 mg/kg) 18,8 ± 1,8 ***
a) b)
c)
Figura 4.2: Efeito do Extrato Bruto Hidroalcoólico (50% em etanol) das raízes de P. glomerata (EHaP50) sobre as
lesões gástricas induzidas por etanol. Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias de 5 a 6
animais e representam os valores obtidos pela aplicação da tabela de pontuação para lesões gástricas agudas
(MESIA, 1998), 1 hora após a indução das lesões. a) Índice de lesões; b) Índice de úlceras; c) Índice total de lesões.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.
 ** Diferente do grupo controle para p < 0.01; e *** para p < 0,001
4.2.2b Efeito do EHaP50 em Lesões Gástricas Induzidas por
Indometacina
A administração de indometacina (20 mg/kg) induziu a produção de lesões
na mucosa gástrica, acompanhada pelo aparecimento de edema e hemorragia,
Figura 4.3: Efeito do Extrato Bruto Hidroalcoólico (50% em etanol) das raízes de P. glomerata (EHaP50) sobre as
lesões gástricas induzidas por Indometacina. Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias
de 5 a 6 animais e representam os valores obtidos pela aplicação da tabela de pontuação para lesões gástricas
agudas (MESIA, 1998), 6 horas após a indução das lesões. a) Índice de lesões; b) Índice de úlceras; c) Índice total de
lesões.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.
 ** Diferente do grupo controle para p < 0.01; e *** para p < 0,001.
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C 52,0 ± 6,2
EHaP50 (250 mg/kg) 37,8 ± 3,8
EHaP50 (500 mg/kg) 34,4 ± 5,0
EHaP50 (1000mg/kg) 26,0 ± 5,1 **
R 8,7 ± 1,1 ***
Grupo Índice de Lesões
C 8,5 ± 0,3
EHaP50 (250 mg/kg) 8,4 ± 0,2
EHaP50 (500 mg/kg) 8,4 ± 0,2
EHaP50 (1000 mg/kg) 8,0 ± 0,3
R 5,2 ± 0,4 ***
Grupo Índice de Úlceras
C 43,5 ± 6,3
EHaP50 (250 mg/kg) 29,4 ± 3,8
EHaP50 (500 mg/kg) 26,0 ± 4,8
EHaP50 (1000mg/kg) 18,0 ± 5,0 **
R 3,5 ± 0,8 **
a) b)
c)
com índices de lesões, de úlceras e índice total de 8,5 + 0,3; 43,5 + 6,3; e 52,0 +
6,2; respectivamente (Figura 4.3a, 4.3b e 4.3c).
O pré-tratamento com o EHaP50 (250, 500 e 1000 mg/kg) não protegeu a
mucosa gástrica contra o aparecimento de edema e hemorragia promovidos pela
indometacina (Figura 4.3a).
As ulcerações na mucosa gástrica induzidas pela administração da
indometacina foram menores (em tamanho e quantidade) somente no grupo pré-
tratado com a dose de 1000 mg/kg do EHaP50, reduzindo o índice de úlceras em e
59 % (Figura 4.3b).
Todos os parâmetros analisados na mucosa gástrica se resumem no índice
total, que foi reduzido em 50 % no grupo pré-tratado com o EHaP50 (1000 mg/kg)
(Figura 4.3c).
A ranitidina, controle positivo do teste, reduziu os índices de lesões, de
úlceras e o índice total em 39, 92 e 83 %, respectivamente (Figura 4.3a, 4.3b e
4.3c).
4.2.2c Efeito do EHaP50 em Lesões Gástricas Induzidas por Estresse
O estresse (contensão a 4 ºC/3 h) induziu a produção de lesões na mucosa
gástrica, acompanhada pela perda de pregas, o aparecimento de edema e
hemorragia, com índices de lesões, de úlceras e índice total de 9,7 + 0,2; 20,0 +
1,6; e 29,7 + 1,6; respectivamente (Figura 4.4a, 4.4b e 4.4c).
O pré-tratamento com o EHaP50 (250, 500 e 1000 mg/kg) não protegeu a
mucosa gástrica contra a perda das pregas, nem contra o aparecimento de edema
e hemorragia promovidos pelo estresse (Figura 4.4a).
As ulcerações na mucosa gástrica induzidas pelo estímulo estressante
foram menores (em quantidade) nos grupos pré-tratados com o EHaP50 em doses
de 250, 500 e 1000 mg/kg, reduzindo o índice de úlceras em 55, 57 e 59 %,
respectivamente (Figura 4.4b).
Todos os parâmetros analisados na mucosa gástrica se resumem no índice
total, que foi reduzido em 36, 38 e 42 % nos grupos pré-tratado com o EHaP50 em
doses de 250, 500 e 1000 mg/kg, respectivamente (Figura 4.4c).
A ranitidina, controle positivo do teste, reduziu o índice de úlceras e o
índice total em 67 e 53 %, respectivamente (Figura 4.4b e 4.4c).
Figura 4.4: Efeito do Extrato Bruto Hidroalcoólico (50% em etanol) das raízes de P. glomerata (EHaP50) sobre as
lesões gástricas induzidas por estresse. Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias de 5 a
6 animais e representam os valores obtidos pela aplicação da tabela de pontuação para lesões gástricas agudas
(MESIA, 1998), 6 horas após a indução das lesões. a) Índice de lesões; b) Índice de úlceras; c) Índice total de lesões.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.
 * Diferente do grupo controle para p < 0.05; ** para p < 0.01; e *** para p < 0,001.
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C 29,7 ± 1,6
EHaP50 (250 mg/kg) 18,9 ± 1,8 *
EHaP50 (500 mg/kg) 18,2 ± 3,0 **
EHaP50 (1000mg/kg) 17,2 ± 1,6 ***
R 14,0 ± 2,8 ***
Grupo Índice de Lesões
C 9,7 ± 0,2
EHaP50 (250 mg/kg) 10,0 ± 0,7
EHaP50 (500 mg/kg) 9,2 ± 0,9
EHaP50 (1000mg/kg) 9,0 ± 0,8
R 7,5 ± 0,5
Grupo Índice de Úlceras
C 20,0 ± 1,6
EHaP50 (250 mg/kg) 8,9 ± 1,8 ***
EHaP50 (500 mg/kg) 8,6 ± 2,0 ***
EHaP50 (1000mg/kg) 8,2 ± 0,9 ***
R 6,5 ± 2,5 ***
b)a)
c)
4.2.2d Comparação da Potência (DE50) do EHaP50 nos Diferentes
Modelos de Lesões Gástricas
As doses 50 % efetivas (DE50) do EHaP50 na gastroproteção contra as
lesões induzidas pela administração oral de etanol (70 %), pelo estímulo
estressante (contensão 4 ºC/3 h) e pela administração subcutânea de indometacina
(20 mg/kg) foram calculadas utilizando as porcentagens de lesões produzidas na
mucosa gástrica dos grupos pré-tratados com o EHaP50, em relação às
porcentagens das lesões produzidas na mucosa gástrica dos grupos controles
(mucosas 100 % lesionadas) (Tabela 4.6).
Ao comparar as DE50 do EHaP50 nos três modelos de lesões induzidas
agudamente (por etanol, por indometacina e por estresse), pode-se observar que o
extrato foi mais efetivo em proteger a mucosa gástrica contra as lesões induzidas
por etanol (Tabela 4.6).
Tabela 4.6: Comparação da Potência (DE50) do EHaP50 nos Diferentes Modelos
de Lesões Gástricas
Modelo de Lesões Gástricas
DE50 do EHaP50 em Proteger a
Mucosa Gástrica (mg/kg – v.o.)
Etanol 70 %   314 ± 130
Indometacina (20 mg/kg – sc.) 908 ± 89
Estresse (contensão 4 ºC/3 h)   866 ± 237
As DE50 foram calculadas pela equação y = (m1x100)/(m1+m0), utilizando o programa Kaleida Graph for
Windows (Synergy Software-Pennsylvania).
4.2.3 BIOMONITORAMENTO DO FRACIONAMENTO DO EHAP50 EM LESÕES GÁSTRICAS
INDUZIDAS POR ETANOL
4.2.3.1 Efeito das Frações de EHaP50 sobre as Lesões Gástricas
Induzidas por Etanol
A administração de etanol 70 % induziu a produção de lesões na mucosa
gástrica, acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
hemorragia, com índices de lesões, de úlceras e índice total de 9,9 ± 0,4; 107,9 ±
4,2; e 117,8 ± 4,4; respectivamente (Figura 4.5a, 4.5b e 4.5c).
A perda das pregas gástricas e o aparecimento de edema e hemorragia
foram menores nos grupos pré-tratados com a FAE(50) (100 mg/kg) e com a FBut(50)
(100 mg/kg), podendo ser observado pela redução do índice de lesões de ambos
em 29 % (Figura 4.5a).
Figura 4.5: Efeito das frações de EHaP50 sobre as lesões gástricas induzidas por etanol. Os resultados estão
expressos como médias ± erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam os valores obtidos pela aplicação
da tabela de pontuação para lesões gástricas agudas (MESIA, 1998), 1 hora após a indução das lesões. a) Índice de
lesões; b) Índice de úlceras; c) Índice total de lesões.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.
 ** Diferente do grupo controle para p < 0.01; e *** para p < 0,001.
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Grupo Índice de Lesões
C 9,9 ± 0,4
FAE(50) (2,6 mg/kg) 9,2 ± 0,5
FAE(50) (30 mg/kg) 8,7 ± 0,8
FAE(50) (100 mg/kg) 7,0 ± 0,4 ***
FBut(50) (13 mg/kg) 8,7 ± 0,7
FBut(50) (30 mg/kg) 9,2 ± 0,7
FBut(50) (100 mg/kg) 7,0 ± 0,2 ***
FAq(50) (30 mg/kg) 9,0 ± 0,4
FAq(50) (300 mg/kg) 10,3 ± 0,3
EHaP50 (500 mg/kg) 6,5 ± 0,3***
Grupo Índice de Úlceras
C 107,9 ± 4,2
FAE(50) (2,6 mg/kg) 87,2 ± 15,1
FAE(50) (30 mg/kg) 51,5 ± 12,3 ***
FAE(50) (100 mg/kg) 7,7 ± 4,2 ***
FBut(50) (13 mg/kg) 61,7 ± 14,7 **
FBut(50) (30 mg/kg) 18,4 ± 2,9 ***
FBut(50) (100 mg/kg) 6,8 ± 2,6 ***
FAq(50) (30 mg/kg) 81,7 ± 10,6
FAq(50) (300 mg/kg) 59,2 ± 14,2 **
EHaP50 (500 mg/kg) 3,9 ± 1,4 ***
Grupo Índice Total
C 117,8 ± 4,4
FAE(50) (2,6 mg/kg) 96,4 ± 14,9
FAE(50) (30 mg/kg) 60,8 ± 13,1 ***
FAE(50) (100 mg/kg) 14,7 ± 4,5 ***
FBut(50) (13 mg/kg) 70,3 ± 14,7 **
FBut(50) (30 mg/kg) 27,0 ± 3,0 ***
FBut(50) (100 mg/kg) 13,8 ± 2,8 ***
FAq(50) (30 mg/kg) 90,7 ± 10,9
FAq(50) (300 mg/kg) 69,5 ± 14,4 **
EHaP50 (500 mg/kg) 10,5 ± 1,5 ***
a) b)
c)
As ulcerações na mucosa gástrica induzidas pela administração do etanol
foram menores (em tamanho e quantidade) nos grupos pré-tratados com as
frações do EHaP50. O índice de úlceras foi reduzido em 52 e 93 % nos grupos pré-
tratados com 30 e 100 mg/kg da FAE(50), respectivamente; reduzido em 57, 83 e 94
% nos grupo pré-tratados com 13, 30 e 100 mg/kg da FBut(50), respectivamente; e
reduzido em 45 % no grupo pré-tratado com 300 mg/kg da FAq(50) (Figura 4.5b).
Todos os parâmetros analisados na mucosa gástrica se resumem no índice
total, utilizado para calcular as DE50 das frações, que foi de 17,64 ± 4,1 mg/kg para
a FAE(50); de 14,81 ± 3,16 mg/kg para a FBut(50); e de 320 ± 154 mg/kg para a
FAq(50) (Figura 4.5c).
O EHaP50 (500 mg/kg), controle positivo do teste, reduziu os índices de
lesões, de úlceras e o índice total em 34, 96 e 91 %, respectivamente (Figura 4.5a,
4.5b e 4.5c).
4.2.3.1a Comparação das Potências (DE50) das Frações do EHaP50 na
Gastroproteção contra Lesões Induzidas por Etanol
A determinação da fração do EHaP50 mais ativa foi realizada através da
comparação da DE50 teórica com a DE50 real (experimental) capazes de proteger a
mucosa gástrica contra as lesões induzidas por etanol.
As DE50 teóricas foram calculadas correlacionando a DE50 real do extrato
de origem (DE50 do EHaP50 = 314 mg/kg) com os rendimentos obtidos de cada
fração. As DE50 reais foram calculadas experimentalmente, utilizando as
porcentagens de lesões produzidas na mucosa gástrica dos grupos pré-tratados
com as frações do EHaP50, em relação às porcentagens das lesões produzidas na
mucosa gástrica dos grupos controles (100% lesionadas) (Tabela 4.7).
A FBut(50) e a FAE(50) foram as mais efetivas na gastroproteção, com DE50
reais similares e cerca de 20 vezes mais potente que a FAq(50). No entanto, a DE50
real da FBut(50) aproxima-se da DE50 esperada (DE50 teórica), o que não ocorreu
com as outras frações (Tabela 4.7).
Tabela 4.7: Rendimentos, DE50 teóricas e DE50 reais das frações do EHaP50 (FAE(50), FBut(50) e
FAq(50)).
Frações do Rendimento em relação DE50 teórica DE50 real
EHaP50 ao EHaP50 (%)* (mg/kg – v.o.) (mg/kg – v.o.)
FAE(50) 0,52 1,63 17,64 ± 4,1
FBut(50) 2,66 8,35 14,81 ± 3,16
FAq(50) 18,39 57,74 320 ± 154
As DE50 foram calculadas pela equação y = (m1x100)/(m1+m0), utilizando o programa Kaleida Graph for Windows (Synergy
Software-Pennsylvania).
* Dados fornecidos pelo Laboratório de Farmacognosia – Departamento de Farmácia; Setor de Ciências da Saúde – UFPR.
4.2.3.2 Efeito das Frações de FBut(50) (Fracionamento A) sobre as Lesões
Gástricas Induzidas por Etanol
A administração de etanol 70 % induziu a produção de lesões na mucosa
gástrica, acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
hemorragia, com índices de lesões, de úlceras e índice total de 10,6 ± 0,3; 98,5 ±
5,8; e 109,1 ± 5,8; respectivamente (Figura 4.6a, 4.6b e 4.6c).
O pré-tratamento com a FPB(50) (5,0 mg/kg) e a FSB(50) (20,0 mg/kg) não
protegeu a mucosa gástrica contra a indução das ulcerações, nem contra a perda
de pregas e o aparecimento de edema e hemorragia (Figura 4.6a, 4.6b e 4.6c).
O FBut(50) (25 mg/kg), controle positivo do teste, reduziu o índice de úlceras
e o índice total em 36,4 e 33,7 %, respectivamente (Figura 4.6b e 4.6c).


















    





































Grupo Índice de Lesões
C 10,6 ± 0,3
FPB(50) (5 mg/kg) 9,9 ± 0,3
FSB(50) (20 mg/kg) 10,5 ± 0,2
FBut(50) (25 mg/kg) 9,6 ± 0,5
a)
Grupo Índice Total
C 109,1 ± 5,8 
FPB(50) (5 mg/kg)  90,0 ± 12,4
FSB(50) (20 mg/kg)              97,3 ± 7,2
FBut(50) 25 mg/kg)    72,4 ± 10,4 *
c)
b) Grupo Índice de Úlceras
C 98,5 ± 5,8
FPB(50) (5 mg/kg) 80,2 ± 12,3
FSB(50) (20 mg/kg) 86,7 ± 7,1
FBut(50) (25 mg/kg) 62,7 ± 10,1 *
Figura 4.6: Efeito das frações de FBut(50) (fracionamento A) sobre as lesões gástricas induzidas por etanol. Os
resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias de 6 a 10 animais e representam os valores
obtidos pela aplicação da tabela de pontuação para lesões gástricas agudas (MESIA, 1998), 1 hora após a indução
das lesões. a) Índice de lesões; b) Índice de úlceras; c) Índice total de lesões.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.
 * Diferente do grupo controle para p < 0.05.
4.2.3.3 Efeito das Frações da FBut(50) (Fracionamento B) sobre as Lesões
Gástricas Induzidas por Etanol
A administração de etanol 70 % induziu a produção de lesões na mucosa
gástrica, acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
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Etanol 70 % (2.5 ml/kg - v.o.)
FBut(50)
Grupo Índice de Lesões
C 11,1 ± 0,4
FCB (50) (1,0 mg/kg) 10,6 ± 0,6
FCB (50) (3,0 mg/kg) 10,1 ± 0,3
FEB(50) (1,0 mg/kg) 9,5 ± 0,4
FEB(50) (3,0 mg/kg) 9,6 ± 0,4
FAqB(50) (6,0 mg/kg) 10,7 ± 0,8
FAqB(50) (15,0 mg/kg) 10,0 ± 0,6
FBut(50) 25,0 mg/kg) 9,5 ± 0,5
Grupo Índice de ùlceras
C 105,3 ± 5,5
FCB (50) (1,0 mg/kg) 113,1 ± 11,6
FCB (50) (3,0 mg/kg) 94,2 ± 11,9
FEB(50) (1,0 mg/kg) 84,1 ± 11,2
FEB(50) (3,0 mg/kg) 44,5 ± 4,5 **
FAqB(50) (6,0 mg/kg) 129,3 ± 14,93
FAqB(50) (15,0 mg/kg) 76,0 ± 11,0
FBut(50) 25,0 mg/kg) 52,0 ± 8,1 *
Grupo
Índice Total
C 114,0 ± 5,7
FCB(50) (1,0 mg/kg) 123,6 ± 12,1
FCB(50) (3,0 mg/kg) 105,1 ± 11,9
FEB(50) (1,0 mg/kg) 93,6 ± 11,1
FEB(50) (3,0 mg/kg) 54,9 ± 4,8 **
FAqB(50) (6,0 mg/kg) 140,0 ± 14,8
FAqB(50) (15,0 mg/kg) 86,0 ± 11,3




Figura 4.7: Efeito das frações de FBut(50) (fracionamento B) sobre as lesões gástricas induzidas por etanol. Os
resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam os valores obtidos
pela aplicação da tabela de pontuação para lesões gástricas agudas (MESIA, 1998), 1 hora após a indução das lesões.
a) Índice de lesões; b) Índice de úlceras; c) Índice total de lesões.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.
 ** Diferente do grupo controle para p < 0.01.
hemorragia, com índices de lesões, de úlceras e índice total de 11,1 + 0,4; 105,3 +
5,5; e 114,0 + 5,7; respectivamente (Figura 4.7a, 4.7b e 4.7c).
O pré-tratamento com as frações de FBut(50), nas doses testadas, não
protegeu a mucosa gástrica contra a perda de pregas, nem contra o aparecimento
de edema e hemorragia promovidos pelo etanol (Figura 4.7a).
As ulcerações na mucosa gástrica induzidas pela administração do etanol
foram menores (em tamanho e quantidade) no grupo pré-tratado com a FEB(50) (3,0
mg/kg), reduzindo o índice de úlceras em 58 %. O pré-tratamento com a FEB(50)
(1,0 mg/kg), a FCB(50) (1,0 e 3,0 mg/kg), e a FAqB(50) (3,0 e 6,0 mg/kg) não
protegeu a mucosa gástrica contra a indução das ulcerações (Figura 4.7b).
Todos os parâmetros analisados na mucosa gástrica se resumem no índice
total, que foi reduzido em 52 % no grupo pré-tratado com FEB(50) (3,0 mg/kg)
(Figura 4.7c).
O FBut(50) (25 mg/kg), controle positivo do teste, reduziu o índice de úlceras
e o índice total em 51 e 46 %, respectivamente (Figura 4.7b e 7.9c).
4.2.3.3a Comparação das Frações da FBut(50) (Fracionamento B) na
Gastroproteção contra Lesões Induzidas por Etanol
Dentre as frações de FBut(50) testadas (FCB(50), FEB(50) e FAqB(50)), a
FEB(50) foi a única fração ativa contra as lesões induzidas pelo etanol,
apresentando uma DE50 real de 3,3 mg/kg (dose próxima a esperada – DE50
teórica) (Tabela 4.8).
Tabela 4.8: Rendimentos, DE50 teóricas e DE50 reais das frações da FBut(50) (FCB(50), FEB(50) e
FAqB(50)).
Frações da Rendimento em relação DE50 teórica DE50 real








As DE50 foram calculadas pela equação y = (m1x100)/(m1+m0), utilizando o programa Kaleida Graph for Windows (Synergy
Software-Pennsylvania).
* Dados fornecidos pelo Laboratório de Farmacognosia – Departamento de Farmácia; Setor de Ciências da Saúde – UFPR.
a)
Figura 4.8: Efeito das frações de FEB(50) sobre as lesões gástricas induzidas por etanol. Os resultados estão expressos
como médias ± erro padrão das médias de 6 animais e representam os valores obtidos pela aplicação da tabela de
pontuação para lesões gástricas agudas (MESIA, 1998), 1 hora após a indução das lesões. a) Índice de lesões; b)
Índice de úlceras; c) Índice total de lesões.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.







Frações de FEB(50) 1-4 (mg/kg - v.o.)
Etanol 70 % (2.5 ml/kg) - v.o.)









         













Frações de FEB(50) 1-4 (mg/kg - v.o.)
Etanol 70 % (2.5 ml/kg) - v.o.)
 mg/kg - v.o.
FEB(50)
Grupo Índice de Lesões
C 11,7 ± 0,4
FEB1(50) (1,95 mg/kg) 11,0 ± 0,6
FEB2(50) (1,35 mg/kg) 11,5 ± 0,2
FEB4(50) (1,20 mg/kg) 10,5 ± 0,4
FEB5(50) (0,40 mg/kg) 11,0 ± 0,4
FEBut(50) 25,0 mg/kg) 11,5 ± 0,7
Grupo Índice Total
C 138,7 ± 9,9
FEB1(50) (1,95 mg/kg) 139,7 ± 10,8
FEB2(50) (1,35 mg/kg) 149,2 ± 9,4
FEB4(50) (1,20 mg/kg) 125,6 ± 20,8
FEB5(50) (0,40 mg/kg) 150,0 ± 6,2
FEBut(50) 25,0 mg/kg) 134,0 ± 10,0
c)
b) Grupo Índice de Úlceras
C 126,6 ± 9,8
FEB1(50) (1,95 mg/kg) 128,7 ± 11,2
FEB2(50) (1,35 mg/kg) 137,7 ± 9,3
FEB4(50) (1,20 mg/kg) 115,1 ± 21,0
FEB5(50) (0,40 mg/kg) 139,0 ± 5,9
FEBut(50) 25,0 mg/kg) 124,7 ± 9,2





Frações de FEB(50) 1-4 (mg/kg - v.o.)
Etanol 70 % (2.5 ml/kg) - v.o.)









4.2.3.4 Efeito das Frações de FEB(50) sobre as Lesões Gástricas
Induzidas por Etanol
A administração de etanol 70 % induziu a produção de lesões na mucosa
gástrica, acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
hemorragia, com índices de lesões, de úlceras e índice total de 11,7 ± 0,4; 126,6 ±
9,8; e 138,7 ± 9,9; respectivamente (Figura 4.8a, 4.8b e 4.8c).
Figura 4.9: Efeito gastroprotetor do EHaP50 e frações (FBut(50) e FEB(50)) no modelo de indução de lesões gástricas
agudas por etanol testadas em diferentes períodos . Os resultados estão expressos como % de proteção gástrica em




O pré-tratamento com a FEB1(50) (1,95 mg/kg), FEB2(50) (1,35 mg/kg),
FEB3(50) (1,20 mg/kg) e FEB4(50) (0,40 mg/kg) não protegeu a mucosa gástrica
contra a indução das ulcerações, nem contra a perda de pregas e o aparecimento
de edema e hemorragia (Figura 4.8a, 4.8b e 4.8c).
O FEB(50) (5,3 mg/kg), controle positivo do teste, não protegeu a mucosa
gástrica contra a indução das ulcerações, nem contra a perda de pregas e o
aparecimento de edema e hemorragia (Figura 4.8a, 4.8b e 4.8c).
4.2.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DE EHAP50 E FRAÇÕES NO
MODELO DE LESÕES GÁSTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL EM DIFERENTES PERÍODOS
A atividade gastroprotetora do EHaP50 (500 mg/kg) se manteve durante os
3 meses analisados (Figura .4.9a).
        















































































FEB(50) (3,4 mg/kg - p.o.)
























A atividade da FBut(50) (25 mg/kg) reduziu em 44 % ao longo dos 3 meses,
e a FEB(50) (3,4 mg/kg, 5,3 mg/kg) tornou-se inativa (Figura 4.92b e 4.9c).
4.2.5 ESTUDO DO MECANISMO DE AÇÃO GASTROPROTETOR DE EHAP50 E FBUT(50)
4.2.5.1 Caracterização da Atividade de Enzimas Antioxidantes
Presentes no Estômago
4.2.5.1a Caracterização da Atividade da NAD(P)H Quinona
Oxidorredutase 1 (NQO1) na Região Glandular Gástrica
A atividade específica da NQO1 foi determinada através da taxa do
consumo de citocromo C. A atividade da NQO1 dependente de proteína (1,8 a 15,0
µg/ml) foi linear, variando de 1,16 a 8,58 nmoles/min. Desta forma optamos pela
concentração protéica do citosol de 7µg/ml para a realização dos experimentos
(Figura 4.10a).
A atividade da NQO1 dependente de tempo (60 a 420 s) foi linear, variando
de 10613 a 13281 nmoles/mg/min. Optamos pelo tempo de 180 s para a realização
dos ensaios enzimáticos (Figura 4.10b).
A cinética de reação da NQO1 avaliada na dependência de NADPH (0,01 a
1,0 mM) mostrou uma velocidade máxima de reação (Vmáx) de 1702 ± 75 e uma
constante de Michaelis-Menten (K m) de 59,8 ± 11,4 M. Desta forma, optamos pela
concentração de 250 M de NADPH para a realização dos experimentos (Figura
4.10c).
4.2.5.1b Caracterização da Atividade da Glutationa S-transferase (GST)
na Região Glandular Gástrica
A atividade específica da GST presente na região glandular gástrica foi
determinada pela conjugação do CDNB com a glutationa reduzida (GSH). A
atividade da GST dependente de proteína (3,5 a 150,0 µg/ml) foi linear, variando de
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Figura 4.10: Caracterização da atividade enzimática da NAD(P)H quinona oxidorredutase 1 (NQO1) na região
glandular gástrica. a) Curva de atividade em função da concentração protéica; b) Curva de atividade em função do
tempo de reação; c) Curva de atividade de NQO1, determinando o Vmáx e o Km. Os resultados estão expressos
como a taxa de consumo de citocromo C pela NQO1 citosólica da região glandular gástrica.
2,6 a 21,5 nmols de GSH conjugado/ min. Desta forma optamos pela concentração
protéica do citosol de 10 µg/ml para a realização dos experimentos (Figura 4.11a).
A atividade da GST dependente de tempo (1 a 10 min) foi linear até o
tempo de reação de 5 min, variando de 175 a 198 nmoles/mg/min. Optamos pelo
tempo de 1min e 30s para a realização dos ensaios enzimáticos (Figura 4.11b).
A cinética de reação da GST avaliada na dependência de GSH (0,25 a 4,0
mM) mostrou uma velocidade máxima de reação (Vmáx) de 197,4 ± 10,0; e uma
constante de Michaelis-Menten (K m) de 346 ± 78 M. Desta forma, optamos pela
concentração de 1,0 mM de GSH para a realização dos experimentos (Figura
4.11c).
   





















































Figura 4.11: Caracterização da atividade enzimática da Glutationa S-transferase (GST) na região glandular gástrica.
a) Curva de atividade em função da concentração protéica; b) Curva de atividade em função do tempo de reação;
c) Curva de atividade de GST em função de GSH, determinando o Vmáx e o Km. Os resultados estão expressos
como a taxa de conjugação de GSH pela GST citosólica da região glandular gástrica.
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4.2.5.2 Efeito do EHaP50 sobre as Lesões Gástricas Induzidas por Etanol
A administração de etanol 70 % induziu a formação de lesões na mucosa
gástrica acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
hemorragia, com índice total de 111,4 ± 6,1. Não foram observados lesões
significantes no grupo de animais que não recebeu etanol (CNL: controle não
lesado) (Figura 4.12).
O EHaP50 protegeu a mucosa gástrica contra as lesões induzidas por
etanol de forma dose-dependente, com uma DE50 de 301 ± 170 mg/kg (Figura
4.12).
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C NL             10,5 ± 0,5
C     111,4 ± 6,1 
EHaP50 (100 mg/kg)           117,0 ± 10,5
EHaP50 (300 mg/kg)
EHaP50 (1000 mg/kg)
    39,0 ± 3,9 ***
    13,7 ± 1,7 ***
Figura 4.12: Efeito do EHaP50 sobre as lesões gástricas induzidas por etanol. Os resultados estão expressos
como médias ± erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam os índices total de lesões, obtidos pela
aplicação da tabela de pontuação para lesões gástricas agudas (MESIA, 1998), 1 hora após a indução das lesões.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida de Bonferroni.
 Diferente do grupo controle não lesado (CNL) para p < 0,001.
*** Diferente do grupo controle lesado (CL) para p < 0.001.
4.2.5.2a Efeito do EHaP50 sobre os Níveis de Glutationa (GSH)
Gástricos após a Indução de Lesões por Etanol
Os níveis de GSH gástricos no grupo de animais que não recebeu etanol
(CNL: controle não lesado) foram de 1198 ± 109 g GSH/g tecido (Figura 4.13).
A administração de etanol 70% (CL: controle lesado) reduziu os níveis de
GSH gástricos em 37 % (Figura 4.13).  
O EHaP50 (300 e 1000 mg/kg) impediu a queda dos níveis de GSH
gástricos, mantendo os níveis em 896 ± 112 e 1127 ± 146 g GSH/g tecido,
respectivamente (Figura 4.13).
4.2.5.2b Efeito do EHaP50 sobre a Atividade da Enzima Glutationa S-
transferase (GST) Gástrica após a Indução de Lesões por Etanol
A atividade da GST presente na região glandular gástrica do grupo de
animais que não recebeu etanol (CNL:controle não lesado) foi de 129,0 ± 4,1
nmoles/mg/min (Figura 4.14).
A administração de etanol 70 % (CL: controle lesado) aumentou a atividade
da GST em 22 % (Figura 4.14).  





















EHaP50 (mg/kg - v.o.)
Etanol 70%  (0.5ml/animal - v.o.)
Grupo GSH(g/ g tecido)
C NL 1198 ± 109
C 750 ± 134 





Figura 4.13: Efeito do EHaP50 sobre os níveis de glutationa (GSH) gástrico, após a indução de lesões gástricas por
etanol. Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam os
níveis de GSH gástricos, após a indução de lesões por etanol.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Bonferroni.
 Diferente do grupo controle não lesado para p < 0.05 e  para p < 0,01.
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C NL 129,0 ± 4,1
C 157,3 ± 8,4 
EHaP50 (100 mg/kg) 98,0 ± 6,6  ***
EHaP50 (300 mg/kg)
EHaP50 (1000 mg/kg)
129,4 ± 6,7 *
133,0 ± 5,3 *
Figura 4.14: Efeito do EHaP50 sobre a atividade da enzima Glutationa S-transferase (GST) da região glandular
gástrica, após a indução de lesões gástricas por etanol. Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão
das médias de 5 a 6 animais e representam a taxa de conjugação com GSH.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Bonferroni.
 Diferente do grupo controle não lesado (CNL) para p < 0.01.
* Diferente do grupo controle lesado (CL) para p < 0,05; e *** para p < 0,001.
O EHaP50, na dose de 100 mg/kg, impediu o aumento da atividade da
GST (induzido pelo etanol) e reduziu a atividade da enzima em 24 % quando
comparado ao grupo controle não lesado (CNL). Nas doses de 300 e 1000 mg/kg,
impediu o aumento da atividade da GST, mantendo a atividade em 129,4 ± 6,7 e
133,0  ± 5,3 nmoles/mg proteína/min (Figura 4.14).
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C NL 1346 ± 65
C 704 ± 119 
EHaP50 (100 mg/kg) 803 ± 114 
EHaP50 (300 mg/kg)
EHaP50 (1000 mg/kg)
1187 ± 19 *
1186 ± 136 *
Figura 4.15: Efeito do EHaP50 sobre a atividade da enzima NADPH quinona oxidorredutase 1 (NQO1) da região
glandular gástrica, após a indução de lesões gástricas por etanol. Os resultados estão expressos como médias ±
erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam a taxa de consumo de Citocromo C.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Bonferroni.
 Diferente do grupo controle não lesado (CNL) para p < 0.01;  para p < 0,001.
* Diferente do grupo controle lesado (CL) para p < 0,05.
4.2.5.2c Efeito do EHaP50 sobre a Atividade da Enzima NAD(P)H
Quinona Oxidorredutase 1 (NQO1) Gástrica após a Indução de Lesões por
Etanol
A atividade da NQO1 presente na região glandular gástrica do grupo de
animais que não recebeu etanol (CNL: controle não lesado) foi de 1346 ± 65
nmoles/mg/min (Figura 4.15).
A administração de etanol 70 % (CL: controle lesado) reduziu a atividade
da NQO1 em 45 % (Figura 4.15).  
O EHaP50, nas doses de 300 e 1000 mg/kg, impediu a redução da
atividade da NQO1, mantendo a atividade em 1187 ± 19 e 1186 ± 136 nmoles/mg/
min (Figura 4.15).
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C NL 10,5 ± 0,5
C 111,4 ± 6,1 
FBut(50) (10 mg/kg) 133,3 ± 12,4
FBut(50) (100 mg/kg) 32,5 ± 8,1 ***
Figura 4.16: Efeito da FBut(50) sobre as lesões gástricas induzidas por etanol. Os resultados estão expressos como
médias ± erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam os índices total de lesões, obtidos pela aplicação
da tabela de pontuação para lesões gástricas agudas (MESIA, 1998), 1 hora após a indução das lesões.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida de Bonferroni.
 Diferente do grupo controle não lesado (CNL) para p < 0,001.
*** Diferente do grupo controle lesado (CL) para p < 0.001.
4.2.5.3 Efeito da FBut(50) sobre as Lesões Gástricas Induzidas por Etanol
A administração de etanol 70 % induziu a formação de lesões na mucosa
gástrica acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
hemorragia, com índice total de 111,4 ± 6,1. Não foram observados lesões
significantes no grupo de animais que não recebeu etanol (CNL: controle não
lesado) (Figura 4.16).
A FBut(50) (100 mg/kg) protegeu a mucosa gástrica contra o aparecimento
de leões, reduzindo o índice total em 71 % (Figura 4.16).
4.2.5.3a Efeito da FBut(50) sobre os Níveis de Glutationa (GSH)
Gástricos após a Indução de Lesões por Etanol
Os níveis de GSH gástricos no grupo de animais que não recebeu etanol
(CNL: controle não lesado) foram de 1198 ± 109 g GSH/g tecido (Figura 4.17).
A administração de etanol 70 % (CL: controle lesado) reduziu os níveis de GSH
gástricos em 37 % (Figura 4.17).
A FBut(50) não foi capaz de impedir a queda dos níveis de GSH gástricos
induzida pela administração de etanol (Figura 4.17).
























FBut( 50 ) (mg/kg - v.o.)
Etanol 70%  (0.5ml/animal - v.o.)
Grupo GSH(g/g tecido)
C NL 1198 ± 109
C 750 ± 134 
FBut(50) (10 mg/kg) 893 ± 101
FBut(50) (100 mg/kg) 631 ± 63  
Figura 4.17: Efeito da FBut(50) sobre os níveis de glutationa (GSH) gástrico, após a indução de lesões gástricas por
etanol. Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam os
níveis de GSH gástricos, após a indução de lesões por etanol.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Bonferroni.
 Diferente do grupo controle não lesado para p < 0.05; e  para p < 0,01.
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C NL 129,0 ± 4,1
C 157,3 ± 8,4 
FBut(50) (10 mg/kg) 164,4 ± 6,7
FBut(50) (100 mg/kg) 147,4 ± 7,0
Figura 4.18: Efeito da FBut(50) sobre a atividade da enzima Glutationa S-transferase (GST) da região glandular
gástrica, após a indução de lesões gástricas por etanol. Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão
das médias de 5 a 6 animais e representam a taxa de conjugação com GSH.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Bonferroni.
 Diferente do grupo controle não lesado (CNL) para p < 0.05.
4.2.5.3b Efeito da FBut(50) sobre a Atividade da Enzima Glutationa S-
transferase (GST) Gástrica após a Indução de Lesões por Etanol
A atividade da GST presente na região glandular gástrica do grupo de
animais que não recebeu etanol (CNL: controle não lesado) foi de 129,0 ± 4,1
nmoles/mg/min (Figura 4.18).
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C NL 1346 ± 65
C 704 ± 119 
FBut(50) (10 mg/kg) 1006 ± 84
FBut(50) (100 mg/kg) 1104 ± 46 *
Figura 4.19: Efeito da FBut(50) sobre a atividade da enzima NADPH quinona oxidorredutase 1 (NQO1) da região
glandular gástrica, após a indução de lesões gástricas por etanol. Os resultados estão expressos como médias ±
erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam a taxa de consumo de Citocromo C.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Bonferroni.
 Diferente do grupo controle não lesado (CNL) para p < 0.001.
* Diferente do grupo controle lesado (CL) para p < 0,05.
A administração de etanol 70 % (CL: controle lesado) aumentou a atividade
da GST em 22 % (Figura 4.18).  
A FBut(50) não foi capaz de impedir o aumento da atividade da GST
induzido pela administração de etanol (Figura 4.18).
4.2.5.3c Efeito da FBut(50) sobre a Atividade da Enzima NADPH
Quinona Oxidorredutase 1 (NQO1) Gástrica após a Indução de Lesões por
Etanol
A atividade da NQO1 presente na região glandular gástrica do grupo de
animais que não recebeu etanol (CNL:controle não lesado) foi de 1346 ± 65
nmoles/mg/min (Figura 4.19).
A administração de etanol 70 % (CL: controle lesado) reduziu a atividade
da NQO1 em 45 % (Figura 4.19).
A FBut(50), na dose de 100 mg/kg, impediu a redução da atividade da
NQO1, mantendo a atividade em 1104 ± 46 nmols/mg/min (Figura 4.19).
4.2.6 Avaliação da Atividade Anti-secretora Ácida
4.2.6.1 Comparação dos Efeitos dos Extratos Brutos Hidroalcoólicos das
Raízes de P. glomerata (EHaPs) sobre a Secreção Ácida Gástrica
No grupo controle, o volume de suco gástrico secretado foi de 7,5 + 1,1 ml;
o pH de 1,6 + 0,1; e a acidez total de 76,7 + 7,1 µEq[H+]/ml, após 4 horas da
ligadura pilórica (Figura 4.20a, 4.20b e 4.20c).
O EHaP50 (500 mg/kg) não alterou o volume, o pH, nem a acidez total do
conteúdo gástrico (Figura 4.20a, 4.20b e 4.20c).
O EHaP70 (500 mg/kg) reduziu o volume e a acidez total do conteúdo
gástrico em 53 e 60 %, respectivamente, e aumentou o pH em 1,4 unidades (Figura
4.20a, 4.20b e 4.20c).
O EHaP90 (500 mg/kg) reduziu em 38 % o volume e a acidez total do
conteúdo gástrico (Figura 4.20a e 4.20c).
A administração da ranitidina, controle positivo do teste, reduziu o volume e
a acidez total do conteúdo secretado em 37 e 66 %, respectivamente; e aumentou

















    
















          






























C 7,51 ± 1,07
EHaP50 5,37 ± 0,54
EHaP70 3,50 ± 0,23 ***
EHaP90 4,66 ± 0,37 **
R 4,75 ± 0,38 *
Grupo Unidade de pH
C 1,61 ± 0,12
EHaP50 1,98 ± 0,13
EHaP70 2,95 ± 0,30 ***
EHaP90 2,28 ± 0,16
R 2,97 ± 0,32 **
Grupo Acidez Total
C 76,71 + 7,12
EHaP50 59,99 + 7,18
EHaP70 30,73 + 4,35 ***
EHaP90 47,45 + 5,78 ***
R 25,98 + 1,41 ***
a) b)
Figura 4.20: Efeito dos Extratos Brutos Hidroalcoólicos (50, 70 e 90% em etanol) das raízes de P. glomerata
(EHaP50, EHaP70 e EHaP90) sobre a secreção ácida gástrica. Os resultados estão expressos como médias ± erro
padrão das médias de 6 a 7 animais e representam o a) volume; b) pH; e c) acidez total da secreção gástrica, após 4
horas da ligadura de piloro.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.
* Diferente do grupo controle para p < 0,05; ** para p< 0,01; e *** para p, 0,001.
4.2.6.1a Determinação da Potência (DE50) do EHaP70 na Atividade
Anti-secretora Ácida Gástrica
No grupo controle, o volume de suco gástrico secretado foi de 7,7 ± 0,4 ml;
o pH de 1,8 ± 0,1; e a acidez total de 68,4 ± 3,7 µEq[H+]/ml, após 4 horas da
ligadura pilórica (Figura 4.21a, 4.21b e 4.21c).
Figura 4.21: Efeitos do Extrato Bruto Hidroalcoólico (70% em etanol) das raízes de P. glomerata (EHaP70) sobre a
secreção ácida gástrica. Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias de 6 a 7 animais e
representam o a) volume; b) pH; e c) acidez total da secreção gástrica, após 4 horas da ligadura de piloro.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.
** Diferente do grupo controle para p < 0,01; e *** para p, 0,001.























































C 7,7 ± 0,4
EHaP70 (100 mg/kg) 4,9 ± 0,3
EHaP70 (300 mg/kg) 4,4 ± 0,2 ***
EHaP70 (1000 mg/kg) 3,9 ± 0,2 ***
R 4,9 ± 0,3 ***
Grupo Unidade de pH
C 1,8 ± 0,1
EHaP70 (100 mg/kg) 2,1 ± 0,1
EHaP70 (300 mg/kg) 2,5 ± 0,1 **
EHaP70 (1000 mg/kg) 3,3 ± 0,2 ***
R 2,8 ± 0,2 ***
Grupo Acidez Total
C 68,4 ± 3,7
EHaP70 (100 mg/kg) 64,4 ± 3,3
EHaP70 (300 mg/kg) 36,0 ± 3,5 ***
EHaP70 (1000 mg/kg) 23,2 ± 3,2 ***




O EHaP70 em doses de 100, 300 e 1000 mg/kg reduziu o volume do
conteúdo gástrico em 36,4 42,9 e 50,6 %; respectivamente (Figura 4.21a).
O EHaP70 em doses de 300 e 1000 mg/kg aumentou o pH do conteúdo
gástrico em 0,7 e 1,5, respectivamente (Figura 4.21b).
O EHaP70 em doses de 300 e 1000 mg/kg reduziu a acidez total do
conteúdo gástrico secretado em 47,4 e 66,1 %; respectivamente (Figura 4.21c),
com uma DE50 de 476 mg/kg.
A administração da ranitidina, controle positivo do teste, reduziu o volume e
a acidez total do conteúdo secretado em 36,4 e 50 %, respectivamente; e
aumentou o pH em 1,0 unidade (Figura 4.21a, 4.21b e 4.21c).
4.2.7 ESTUDO DO MECANISMO DE AÇÃO ANTI-SECRETOR DE ÁCIDO DE EHAP70
4.2.7.1 Efeito do EHaP70 sobre a Secreção Ácida Gástrica Estimulada
por Histamina
No grupo controle, o volume de suco gástrico secretado foi de 6,7 ± 0,1
ml; o pH de 1,79 ± 0,3; e a acidez total de 67,7 ± 7,5 µEq[H+]/ml (Figura 4.22a,
4.22b e 4.22c).
A histamina (20 mg/kg), administrada pela via subcutânea (sc.) estimulou
a liberação da secreção ácida gástrica, secretado durante 4 h após a ligadura do
piloro, aumentando o volume e a acidez total do conteúdo gástrico em 43,0 e 44,6
%; respectivamente. A histamina também reduziu o pH do conteúdo gástrico em
0,6 unidades (Figura 4.22a, 4.22b e 4.22c).
O EHaP70 (1000 mg/kg), administrado pela via intraduodenal (id.) uma
hora antes da estimulação da secreção gástrica por histamina, impediu o aumento
do volume e da acidez total do conteúdo gástrico em 52,2 e 34,7 %;
respectivamente. A mesma dose de EHaP70 impediu a redução do pH em 0,8
unidades (Figura 4.22a, 4.22b e 4.22c).
A administração da ranitidina, antagonista dos receptores H2, impediu o
aumento do volume e da acidez total do conteúdo gástrico secretado em 55,4 e
64,9 %; respectivamente; e impediu a queda do pH da secreção ácida gástrica em
1,2 unidades (Figura 4.22a, 4.22b e 4.22c).
a)
Grupo Volume (ml)
Controle 6,7 ± 0,1
EHaP70 (100 mg/kg) + Histamina 8,7 ± 1,2
EHaP70 (300 mg/kg) + Histamina 8,3 ± 1,2
EHaP70 (1000 mg/kg) + Histamina 5,1 ± 1,4 +++
Ranitidina (60 mg/kg) + Histamina 4,7 ± 0,3 +++
Histamina (20 mg/kg) 10,6 ± 0,4 **
Grupo Unidade de pH
Controle 1,79 ± 0,03
EHaP70 (100 mg/kg) + Histamina 1,46 ± 0,09
EHaP70 (300 mg/kg) + Histamina 1,59 ± 0,18
EHaP70 (1000 mg/kg) + Histamina 2,0 ± 0,17 +++
Ranitidina (60 mg/kg) + Histamina 2,43 ± 0,18 +++
Histamina (20 mg/kg) 1,23 ± 0,02 **
Figura 4.22: Efeito do EHaP70 sobre a secreção ácida gástrica estimulada por histamina. Os resultados estão
expressos como médias ± erro padrão das médias de 6 animais e representam: a) volume; b) pH; e c) acidez total da
secreção gástrica, após 4 horas da ligadura de piloro.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de
Bonferroni.
** Diferente do grupo controle para p < 0,01 e *** para p< 0,001.
b)
c) Grupo Acidez Total
Controle 67,7 ± 7,5
EHaP70 (100mg/kg) + Histamina 94,9 ± 4,5 **
EHaP70 (300mg/kg) + Histamina 98,2 ± 8,2 **
EHaP70 (1000mg/kg) + Histamina 68,7 ± 0,1 +++
Ranitidina (60mg/kg) + Histamina 36,9 ± 3,7 +++
Histamina (20mg/kg) 105,2 ± 2,6 ***
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Controle 8,0 ± 0,7
EHaP70 (100 mg/kg) + Betanecol 10,9 ± 0,4 **
EHaP70 (300 mg/kg) + Betanecol 10,5 ± 0,7 *
EHaP70 (1000 mg/kg) + Betanecol 7,0 ± 0,3 +++
Atropina (3,0 mg/kg) + Betanecol 3,3 ± 0,1 +++
Betanecol (2,5 mg/kg) 12,14 ± 0,7 ***
Grupo Unidade de pH
Controle 1,79 ± 0,03
EHaP70 (100 mg/kg) + Betanecol 1,55 ± 0,06
EHaP70 (300 mg/kg) + Betanecol 1,51 ± 0,08
EHaP70 (1000 mg/kg) + Betanecol 1,87 ± 0,12 +++
Atropina (3,0 mg/kg) + Betanecol 3,46 ± 0,38 +++
Betanecol (2,5 mg/kg) 1,37 ± 0,05 ***
Grupo Acidez Total
Controle 64,2 ± 5,2
EHaP70 (100 mg/kg) + Betanecol 66,4 ± 5,4
EHaP70 (300 mg/kg) + Betanecol 70,2 ± 4,8
EHaP70 (1000 mg/kg) + Betanecol 63,2 ± 6,2 +
Atropina (3,0 mg/kg) + Betanecol 18,0 ± 1,9 +++
Betanecol (2,5 mg/kg) 83,3 ± 3,7 ***
Figura 4.23: Efeito do EHaP70 sobre a secreção ácida gástrica estimulada por betanecol. Os resultados estão
expressos como médias ± erro padrão das médias de 6 animais e representam: a) volume; b) pH; e c) acidez total da
secreção gástrica, após 4 horas da ligadura de piloro.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de
Bonferroni.
* Diferente do grupo controle para p < 0,05; ** para p < 0,01; e *** para p< 0,001.
+Diferente do grupo betanecol para p < 0,05; e +++ para p < 0,001.
4.2.7.2 Efeito do EHaP70 sobre a Secreção Ácida Gástrica Estimulada
por Betanecol
No grupo controle, o volume de suco gástrico secretado foi de 8,0 ± 0,7 ml;
o pH de 1,79 ± 0,3; e a acidez total de 64,2 ± 5,2 µEq[H+]/ml (Figura 4.23a, 4.23b e
4.23c).
O betanecol (2,5 mg/kg), administrada pela via subcutânea (sc.) estimulou
a liberação da secreção ácida gástrica, secretado durante 4 h após a ligadura do
piloro, aumentando o volume e a acidez total do conteúdo gástrico em 49,1 e 70,2
%; respectivamente. O betanecol também reduziu o pH do conteúdo gástrico em
0,4 unidades (Figura 4.23a, 4.23b e 4.23c).
O EHaP70 (1000 mg/kg), administrado pela via intraduodenal (id.) uma
hora antes da estimulação da secreção gástrica por betanecol, impediu o aumento
do volume e da acidez total do conteúdo gástrico em 42,3 e 24,1 %;
respectivamente. A mesma dose de EHaP70 impediu a redução do pH em 0,5
unidades (Figura 4.23a, 4.23b e 4.23c).
A administração da atropina, antagonista dos receptores muscarínicos,
impediu o aumento do volume e da acidez total do conteúdo gástrico secretado em
77,4 e 78,4 %; respectivamente; e impediu a queda do pH da secreção ácida
gástrica em 2,1 unidades (Figura 4.23a, 4.23b e 4.23c).
4.2.7.3 Efeito do EHaP70 sobre a Secreção Ácida Gástrica Estimulada
por Pentagastrina
No grupo controle, o volume de suco gástrico secretado foi de 7,0 ± 0,3 ml;
o pH de 1,79 ± 0,3; e a acidez total de 57,6 ± 3,2 µEq[H+]/ml (Figura 4.24a, 4.24b e
4.24c).
A pentagastrina (0,4 mg/kg), administrada pela via subcutânea (sc.)
estimulou a liberação da secreção ácida gástrica, secretado durante 4 h após a
ligadura do piloro, aumentando o volume e a acidez total do conteúdo gástrico em
41,3 e 54,7 %; respectivamente. A pentagastrina também reduziu o pH do
conteúdo gástrico em 0,5 unidades (Figura 4.24a, 4.24b e 4.24c).
O EHaP70 (1000 mg/kg), administrado pela via intraduodenal (id.) uma
hora antes da estimulação da secreção gástrica por pentagastrina, impediu o
aumento da acidez total e a redução do pH do conteúdo gástrico em 52,2 % e 1,3
unidades; respectivamente (Figura 4.24b e 4.24c).
As doses de 300 e 1000 mg/kg de EHaP70 impediram o aumento do
volume do conteúdo gástrico secretado em 30,3 e 64,0 %; respectivamente (Figura
4.24a).
Figura 4.24: Efeito do EHaP70 sobre a secreção ácida gástrica estimulada por pentagastrina. Os resultados estão
expressos como médias ± erro padrão das médias de 6 animais e representam: a) volume; b) pH; e c) acidez total da
secreção gástrica, após 4 horas da ligadura de piloro.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.
* Diferente do grupo controle para p < 0,05; ** para p < 0,01; e *** para p< 0,001.
+++ Diferente do grupo pentagastrina para p < 0,001.













































































Controle 7,0 ± 0,3
EHaP70 (100mg/kg) + Pentagastrina 10,0 ± 0,7 ***
EHaP70 (300mg/kg) + Pentagastrina 7,7 ± 0,6 +++
EHaP70 (1000mg/kg) + Pentagastrina 4,0 ± 0,2 ***+++
Pentagastrina (0,4g/kg) 11,1 ± 0,5 ***
Grupo Unidade de pH
Controle 1,79 ± 0,03
EHaP70 (100mg/kg) + Pentagastrina 1,38 ± 0,06 **
EHaP70 (300mg/kg) + Pentagastrina 1,58 ± 0,10
EHaP70 (1000mg/kg) + Pentagastrina 2,63 ± 0,15 ***+++
Pentagastrina (0,4g/kg) 1,29 ± 0,05 ***
Grupo Acidez Total
Controle       57,6 ± 3,2
EHaP70 (100mg/kg) + Pentagastrina       89,0± 4,6 ***
EHaP70 (300mg/kg) + Pentagastrina       85,7 ± 4,8 **
EHaP70 (1000mg/kg) + Pentagastrina       37,5 ± 1,9 *+++
Pentagastrina (0,4g/kg)       83,7 ± 8,1 ***
c)
Figura 4.25: Efeito das frações de EHaP70 sobre a secreção ácida gástrica. Os resultados estão expressos como
médias ± erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam: a) volume; b) pH; e c) acidez total da secreção
gástrica, após 4 horas da ligadura de piloro.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.
** Diferente do grupo controle para p < 0,01 e *** para p< 0,001.
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C 9,6 ± 0,1
FAE(70) (4 mg/kg) 9,4 ± 0,3
FBut(70) (30 mg/kg) 9,7 ± 0,5
FAq(70) (325 mg/kg) 7,6 ± 0,7
FE(70) (45 mg/kg) 4,6 ± 0,2 ***
EHaP(70) (760 mg/kg) 5,2 ± 0,4 ***
Grupo Unidade de pH
C 1,45 ± 0,01
FAE(70) (4 mg/kg) 1,51 ± 0,04
FBut(70) (30 mg/kg) 1,45 ± 0,04
FAq(70) (325 mg/kg) 1,63 ± 0,09
FE(70) (45 mg/kg) 2,11 ± 0,09 ***
EHaP(70) (760 mg/kg) 1,99 ± 0,14 ***
Grupo Acidez Total
C 81,5 ± 2,2
FAE(70) (4 mg/kg) 81,8 ± 2,7
FBut(70) (30 mg/kg) 81,5 ± 4,3
FAq(70) (325 mg/kg) 78,6 ± 5,6
FE(70) (45 mg/kg) 45,7 ± 5,2 ***
EHaP(70) (760 mg/kg) 51,7 ± 7,6 **
a) b)
c)
4.2.8 EFEITO DAS FRAÇÕES DE EHAP70 SOBRE A SECREÇÃO ÁCIDA GÁSTRICA
No grupo controle, o volume de suco gástrico secretado foi de 9,6 ± 0,1 ml;
o pH de 1,45 ± 0,01; e a acidez total de 81,5 ± 2,2 µEq[H+]/ml, após 4 horas da
ligadura pilórica (Figura 4.25a, 4.25b e 4.25c).
Dentre as frações de EHaP70 testadas, a FE(70) foi a única ativa. A FE(70),
na dose de 45 mg/kg reduziu o volume em 52,4 %; aumentou o pH em 0,66
unidades; e reduziu a acidez total em 43,9 % (Figura 4.25a, 4.25b e 4.25c).
A administração de EHaP70 (760 mg/kg), utilizado como controle positivo do
teste, reduziu o volume e a acidez total do conteúdo secretado em 46,4 e 36,5 %,
respectivamente; e aumentou o pH em 0,55 unidades (Figura 4.25a, 4.25b e 4.25c).
4.2.8.1 Determinação da Potência (DE50) da FE(70) na Atividade Anti-
secretora Ácida Gástrica
No grupo controle, o volume de suco gástrico secretado foi de 7,7 ± 0,6 ml;
o pH de 1,68 ± 0,07; e a acidez total de 67,9 ± 3,9 µEq[H+]/ml, após 4 horas da
ligadura pilórica (Figura 4.26a, 4.26b e 4.26c).
A FE(70) em doses de 45, 300 e 500 mg/kg reduziu o volume do conteúdo
gástrico em 40,1; 60,9 e 62,4 %; respectivamente (Figura 4.26a); aumentou o pH
em 0,44; 2,1 e 3,2 unidades; respectivamente; e reduziu a acidez total em  32,7;
80,5 e 87,0 %; respectivamente (Figura 4.26a, 4.26b, 4.26c); com uma DE50 de
62,4 ± 5,4 mg/kg.
A administração de ranitidina (60 mg/kg), utilizada como controle positivo
do teste, reduziu o volume e a acidez total do conteúdo secretado em 19,8 e 38,7
%, respectivamente; e aumentou o pH em 0,65 unidades (Figura 4.26a, 4.26b e
4.26c)
Figura 4.26: Efeito da FE(70) sobre a secreção ácida gástrica. Os resultados estão expressos como médias ± erro
padrão das médias de 5 a 6 animais e representam: a) volume; b) pH; e c) acidez total da secreção gástrica, após 4
horas da ligadura de piloro.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.
** Diferente do grupo controle para p < 0,01 e *** para p< 0,001.
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C 7,7 ± 0,6
FE(70) (45 mg/kg) 4,6 ± 0,2 ***
FE(70) (300 mg/kg) 3,0 ± 0,1 ***
FE(70) (500 mg/kg) 2,9 ± 0,1 ***
Ranitidina (60 mg/kg) 6,1 ± 0,5
Grupo Unidade de pH
C 1,68 ± 0,07
FE(70) (45 mg/kg) 2,11 ± 0,09
FE(70) (300 mg/kg) 3,77 ± 0,17 ***
FE(70) (500 mg/kg) 4,86 ± 0,31 ***
Ranitidina (60 mg/kg) 2,33 ± 0,09
Grupo Acidez Total
C 67,9 ± 3,9
FE(70) (45 mg/kg) 45,7 ± 5,3 **
FE(70) (300 mg/kg) 13,2 ± 1,9 ***
FE(70) (500 mg/kg) 8,8 ± 1,8 ***
Ranitidina (60 mg/kg) 45,7 ± 5,3 ***
Figura 4.27: Efeito da FE(70) sobre a atividade da H+/K+- ATPase gástrica isolada de coelho. Os resultados estão
expressos em % da Atividade ATPásica, considerando 100% de atividade da H+/K+ - ATPase na ausência da FE(70).

















4.2.9 ESTUDO DO MECANISMO DE AÇÃO ANTI-SECRETOR DE ÁCIDO DA FE(70)
4.2.9.1 Efeito da FE(70) in vitro sobre a atividade da H+/K+-ATPase gástrica
isolada de coelho
A Atividade da H+/K+-ATPase, na ausência da FE(70) foi de 3,96 ± 0,20
M Pi/mg/min (Figura 4.27)
A FE(70) inibiu a Atividade da H+/K+-ATPase de forma dependente da
concentração, com uma CI50 de 640 ± 155 g/ml (Figura 4.27).
4.2.9.2 Efeito do Omeprazol e da Ouabaína in vitro sobre a Atividade da
ATPase Gástrica Isolada de Rato
A Atividade da ATPase isolada da mucosa gástrica de ratos foi de 3,3 ±
0,1 µM Pi/mg/min (Figura 4.28a e 4.28b).
A ouabaína (0,1 a 1,0 mM) não alterou a atividade ATPásica (Figura
4.37a), enquanto o omeprazol nas concentrações de 1,0 e 1,5 mM  inibiu a

































































Figura 4.28: Efeito do Omeprazol e da Ouabaína sobre a atividade da ATPase gástrica isolada de ratos. Os resultados
estão expressos como média ± erro padrão das médias de 3 microssomos gástricos, isolados do grupo sham da
ligadura pilórica. A correlação da atividade ATPásica entre a presença e a ausência de inibidores foi verificada através
da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.
** Diferente da atividade ATPásica na ausência de inibidor para p < 0,01.
Figura 4.29: Efeito do Omeprazol e da Ouabaína sobre a atividade da ATPase gástrica isolada de rato. Os resultados
estão expressos em % da Atividade ATPásica, considerando 100% de atividade da ATPase na ausência dos inibidores.
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atividade da ATPase em 49,4 e 61,5 %, respectivamente (Figura 4.28b); com uma
CI50 de 1,2 mM (Figura 4.29).
4.2.9.3 Atividade da H+/K+-ATPase Isolada da Mucosa Gástrica de Ratos
Tratados com FE(70)
A atividade da H+/K+-ATPase gástrica isolada do grupo sham foi de 1,6 ±
0,2 µM Pi / mg/ min (Figura 4.30).
           




































Figura 4.30: Efeito da FE(70) sobre a atividade da H+/K+- ATPase gástrica isolada rato. Os resultados
estão expressos como média ± erro padrão das médias da atividade ATPásica de 3 a 4 microssomos
gástricos isolados dos animais, após 4 h de ligadura pilórica. A correlação entre os grupos foi
verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.
* Diferente do grupo controle para p < 0,05.
 Diferente do grupo sham para p < 0,01.
A atividade da H+/K+-ATPase gástrica do grupo de animais submetidos às 4
h de ligadura pilórica aumentou em 1,9 vezes, quando comparados ao grupo sham
(Figura 4.30).
A atividade da H+/K+-ATPase gástrica do grupo tratado com a FE(70) (100
mg/kg) pela via intraduodenal,  após 4 h de ligadura pilórica, foi inibida em 35,9 %
(Figura 4.30).
A cimetidina, antagonista dos receptores H2, não alterou significativamente
a atividade ATPásica (Figura 4.30).
4.2.9.4 Caracterização da H+/K+-ATPase Isolada da Mucosa Gástrica de
Ratos Tratados com a FE(70)
A cinética enzimática da H+/K+-ATPase gástrica de todos os grupos está
ilustrada na tabela 4.11 e figura 4.31.
A Vmáx e o Km da H+/K+-ATPase gástrica isolada do grupo sham foi de
2,65 ± 0,11 µM Pi/mg/min e 4,9 ± 2,1 µM de ATP, respectivamente (Tabela 4.9).
   




































Figura 4.31: Caracterização da H+/K+- ATPase Isolada da Mucosa Gástrica de Ratos. Os resultados estão
expressos como média ± erro padrão das médias da atividade da H+/K+- ATPase de 3 a 4 microssomos gástricos
isolados dos animais, após 4 h de ligadura pilórica:
A Vmáx da atividade da H+/K+-ATPase gástrica do grupo de animais
submetidos às 4 h de ligadura pilórica aumentou em 28,0 %, quando comparados
ao grupo sham (Tabela 4.9).
A Vmáx da atividade da H+/K+-ATPase gástrica do grupo tratado com a
FE(70) (100 mg/kg) pela via intraduodenal,  após 4 h de ligadura pilórica, foi
reduzida em 13,6 % (Tabela 4.9).
A Vmáx da atividade da H+/K+-ATPase gástrica do grupo tratado com a
cimetidina, antagonista dos receptores H2, foi reduzida em 7,4 % (Tabela 4.9).
Nenhuma diferença foi observada entre as Km e a eficiência da enzima
(Vmáx/Km) dos diferentes grupos (Tabela 4.9).








Sham 2,652 ± 0,113 4,89 ± 2,1 0,543
Controle 3,396 ± 0,104

6,78 ± 1,63 0,501
FE(70)
(100 mg/kg – id.)
2,933 ± 0,127
**
5,33 ± 1,33 0,550
Cimetidina
(80 mg/kg – id.)
3,145 ± 0,083
*
5,57 ± 1,63 0,565
 Diferente do grupo Sham para p < 0,001.
* Diferente do grupo controle para p < 0,05; e ** para p < 0,01.
4.2.10 ENVOLVIMENTO DO ÓXIDO NÍTRICO NO EFEITO GASTROPROTETOR DO EHAP70 E
DA FE(70)
4.2.10.1 Efeito do EHaP70 sobre a Secreção Ácida Gástrica e nos Níveis
de Óxido Nítrico (NO) Gástrico
O volume e a acidez total do conteúdo gástrico secretado durante 4 h,
assim como os níveis de NO na secreção, no fundo e na região glandular gástrica
de todos os grupos estão descritos na tabela 4.10.
O EHaP70 (760 mg/kg), administrado pela via intraduodenal, reduziu o
volume de ácido secretado em 36,8 %; reduziu a acidez do conteúdo gástrico em
34,8 %; aumentou os níveis de NO liberado na secreção ácida gástrica em 80,9 %;
e ainda aumentou os níveis de NO presente no fundo e na região glandular gástrica
em 66,1 e 66,3 %, respectivamente, quando comparados ao grupo controle (Tabela
4.10).
O L-NAME (120 mg/kg), administrado pela via oral, reduziu os níveis de NO
liberado na secreção ácida gástrica em 67,2 %, mas não alterou os níveis de NO
do tecido gástrico (fundo e região glandular gástrica) (Tabela 4.10).
Tabela 4.10: Efeito de EHaP70 na secreção ácida gástrica e nos níveis de óxido nítrico gástricos.











Controle 7,6 ± 1,9 75,0 ± 17,5 97,0 ± 15,8 12,1 ± 1,4 20,7± 1,4
EHaP70
























(120 mg/kg – v.o.)
8,7 ± 1,1 83,3 ± 5,3 31,8 ± 14,4* 6,4 ± 1,6 15,1 ± 3,5
* Diferente do grupo controle para p < 0,05; ** para p < 0,01; e *** para p < 0,001.
 Diferente do grupo L-NAME para p < 0,05; e  para p < 0,001.
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a)              Secreção gástrica b)                 Região glandular gástrica
Figura 4.32: Efeito do EHaP70 e da indometacina sobre a secreção ácida gástrica e os níveis de óxido nítrico (NO)
gástrico.Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam: a)
acidez total da secreção ácida gástrica; e b) níveis de NOx na região glandular gástrica; após 4 horas da ligadura de
piloro. A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de
Bonferroni.
* Diferente do grupo controle para p < 0,05; e ** para p < 0,01.
 Diferente do grupo Indometacina para p < 0,001.
O EHaP70 não impediu a queda dos níveis de NO na secreção ácida
gástrica induzida pelo L-NAME. No fundo e na região glandular gástrica, manteve
os níveis em 14,9 ± 2,6 e 27,3 ± 3,4 g NO/g tecido; respectivamente (Tabela
4.10).
4.2.10.2 Efeito do EHaP70 e da Indometacina sobre a Secreção Ácida
Gástrica e os Níveis de Óxido Nítrico (NO) Gástrico
A acidez do conteúdo gástrico e os níveis de NO na região glandular
gástrica do grupo controle foram de 75,1 ± 17,5 µEq[H+]/ml e 20,7 ± 1,4 ug de
NO/g tecido, respectivamente (Figuras 4.32a e 4.32b).
A indometacina (10 mg/kg), administrada pela via subcutânea (sc.), não
alterou a acidez da secreção ácida gástrica, mas reduziu os níveis de NO da região
glandular gástrica em 48,5 % (Figuras 4.32a e 4.32b).
O EHaP70 (760 mg/kg) reduziu a acidez da secreção ácida gástrica e
aumentou os níveis de NO em 34,9 e 63,0 %, respectivamente, quando comparado
ao grupo controle (Figuras 4.32a e 4.32b).
O EHaP70 impediu a queda dos níveis de NO, na região glandular gástrica,
induzida pela indometacina e aumentou os níveis em 2,8 vezes (Figura 4.32b).
4.2.10.3 Efeito da FE(70) na Secreção Ácida Gástrica e nos Níveis de
Óxido Nítrico (NO) Plasmático e Gástrico
O volume e a acidez total do conteúdo gástrico secretado durante 4 h,
assim como os níveis de NO na secreção, no fundo, na região glandular gástrica e
no plasma de todos os grupos estão descritos na tabela 4.11.
A FE(70) (100 mg/kg), administrada pela via intraduodenal, reduziu o volume
e a acidez do ácido secretado em 41,5 e 43,8 %; respectivamente (Tabela 4.11).
A cirurgia da ligadura pilórica não alterou significativamente os níveis de
NO na secreção, no fundo, na região glandular gástrica e no plasma dos animais,
quando comparamos o grupo sham com o grupo controle (Tabela 4.11).
Tabela 4.11: Efeito da FE(70) na secreção ácida gástrica e nos níveis de óxido nítrico plasmático e
gástrico.














Sham -- x -- -- x -- -- x -- 12,1 ± 2,5 10,3 ± 5,7 2,97 ± 0,32
Controle 5,3 ± 0,3 52,5 ± 2,4 97,1 ± 6,5 10,1 ± 1,9 23,8 ± 7,6 1,86 ± 0,35
FE(70)





106,6 ± 12,0 28,5 ± 3,9









73,2 ± 13,8 19,0 ± 3,2 44,0 ± 12,5 1,55 ± 0,40
-- x --  não quantificado
** Diferente do grupo controle para p < 0,01; e *** para p < 0,001.
A administração de cimetidina (80 mg/kg), utilizada como controle positivo
do teste, reduziu o volume e a acidez total do conteúdo secretado em 41,5 e 67,0
%, respectivamente, mas não alterou os níveis de NO no plasma e nas regiões
gástricas (Tabela 4.11).
A FE(70) (100 mg/kg), administrada pela via intraduodenal, aumentou em
2,8 vezes os níveis de NO tanto fundo gástrico quanto no plasma dos animais
(Tabela 4.11).
4.2.10.4 Efeito da FE(70) sobre os Níveis de GSH Plasmático e Gástrico
Os níveis de GSH do fundo, da região glandular gástrica e do plasma de
todos os grupos, após 4 h de ligadura pilórica, estão descritos na tabela 4.12.
A cirurgia da ligadura pilórica aumentou os níveis de GSH na região
glandular gástrica em 95,7 % (Tabela 4.12).
A FE(70) (100 mg/kg), administrada pela via intraduodenal, não alterou os
níveis de GSH gástricos e plasmático, quando comparados ao grupo controle
(Tabela 5.12).
A administração de cimetidina (80 mg/kg), utilizada como controle positivo
do teste, reduziu os níveis de GSH na região glandular gástrica em 48,3 % (Tabela
4.12).









Sham 733 ± 40 513 ± 89 536 ± 76




(100 mg/kg – id.)
604 ± 23 1197 ± 91 628 ± 100
Cimetidina
(80 mg/kg – id.)
712 ± 61 519 ± 57
***
643 ± 65
 Diferente do grupo Sham para p < 0,001.
*** Diferente do grupo controle para p < 0,001.
Figura 4.33: Efeito do EHaP50 e EHaP70 sobre o esvaziamento gástrico. Os resultados estão expressos como
média ± erro padrão da média de 6 a 8 animais e correspondem as porcentagens de esvaziamento gástrico. A
correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.





















































(1000 mg/kg – v.o.)
EHaP70
(1000 mg/kg – v.o.)
30 77,6 ± 2,7 28,6 ± 5,4 *** 55,0 ± 5,2 ***
60 76,7 ± 2,2          71,2 ± 6,9 48,0 ± 5,1 ***
4.2.11 AVALIAÇÃO DA MOTILIDADE GASTRINTESTINAL
4.2.11.1 Efeito dos EHaPs sobre o Esvaziamento Gástrico de Semi-
sólidos
O esvaziamento gástrico do grupo controle (veículo), 30 minutos e 1 hora
antes da administração vermelho de fenol (marcador), foi de 77,6 ± 2,7 e 76,7 ± 2,2
%, respectivamente (Figura 4.33).
O tratamento com o EHaP50 (1000 mg/kg), 30 minutos antes da
administração do vermelho de fenol, inibiu o esvaziamento gástrico em 63 %. O
tratamento com o EHaP50 (1000 mg/kg), 1 hora antes da administração do
vermelho de fenol, não alterou o esvaziamento gástrico (Figura 4.33).
O tratamento com o EHaP70 (1000 mg/kg), 30 minutos e 1 hora antes da








































Figura 4.34: Efeito do EHaP50 e EHaP70  sobre o trânsito intestinal. Os resultados estão expressos como média ±
erro padrão da média de 5 a 6 animais e correspondem as porcentagens da distância percorrida pelo marcador em
relação ao comprimento total do intestino delgado. A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da
variância (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.
*** Diferente do grupo controle para p < 0,001.







(1000 mg/kg – v.o.)
EHaP70
(1000 mg/kg – v.o.)
30 58,4 ± 3,6 47,7 ± 7,2 51,9 ± 11,2
60 58,0 ± 3,6 68,3 ± 4,5 64,2 ± 3,4
4.2.11.2 Efeito dos EHaPs sobre o Trânsito intestinal
O trânsito intestinal (distancia percorrida pelo marcador em relação ao
comprimento total do intestino delgado) do grupo controle, 30 minutos e 1 hora
antes da administração do marcador, foi de 58,4 ± 3,6 e 58,0 ± 3,6 %,
respectivamente (Figura 4.34).
O EHaP50 (1000 mg/kg) e o EHaP70 (1000 mg/kg), administrados 30
minutos e 1 hora antes do marcador, não alteraram o transito intestinal (Figura
4.34).
4.2.11.3 Efeito dos EHaP50 sobre a Diarréia Induzida por Óleo de Rícino
O grupo controle apresentou um tempo de indução de episódios secos de 6,2 ±
0,6 min, tempo de indução de episódios úmidos de 42,7 ± 7,0 min, totalizando um número
de 12,5 ± 2,1 ocorrências de episódios úmidos, com um peso total (episódios secos e
úmidos) de 474 ± 23 mg (Figura 4.35a, 4.35b, 4.35c e 4.35d).





























    



































CONTROLE (0,1ML/KG) 12,5 ± 2,1 CONTROLE (0,1ML/KG) 474 ± 23
EHaP50 (250 mg/kg) 10,3 ± 1,3 EHaP50 (250 mg/kg) 561 ± 72
EHaP50 (500 mg/kg) 12,8 ± 1,7 EHaP50 (500 mg/kg) 524 ± 60
Loperaminda (5 mg/kg) 2,5 ± 0,8 *** Loperaminda (5 mg/kg) 185 ± 38 **
























      


































CONTROLE (0,1ML/KG) 42,7 ± 7,0
EHaP50 ( 250 mg/kg) 41,7 ± 4,0
EHaP50 (500 mg/kg) 38,0 ± 3,7





CONTROLE (0,1ML/KG) 6,2 ± 0,6
EHaP50 (250 mg/kg) 9,5 ± 5,3
EHaP50 (500 mg/kg) 8,6 ± 5,3
Loperaminda (5 mg/kg) 30,2 ± 14,02
a) b)
c) d)
Figura 4.35: Efeito do EHaP50 sobre a diarréia induzida por óleo de rícino. Os resultados estão expressos como
médias ± erro padrão das médias de 5 a 6 animais e representam: a) tempo para a indução de episódios secos b)
tempo para a indução de episódios úmidos; c) quantidade de episódios úmidos; e d) peso total de episódios secos e
úmidos.
A correlação entre os grupos foi verificada através da análise da variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.
** Diferente do grupo controle para p < 0,01 e *** para p< 0,001.
O EHaP50, nas doses administradas, não alterou o tempo de indução de
episódios secos e úmidos, nem o número e o peso dos episódios (Figura 4.35a, 4.35b,
4.35c e 4.35d).
A loperamida, controle positivo do teste, reduziu em 80,0 % a ocorrência dos




No Brasil, várias espécies do gênero Pfaffia (família Amaranthaceae) são
utilizadas em substituição ao ginseng (Panax ginseng), sendo conhecidas como
“gingeng-brasileiro”. Entre essas espécies são citadas: a P. glomerata (Spreng)
Pedersen, a P. iresinoides Sprengel e a P. paniculata (Mart) Kuntze (SHIOBARA et
al., 1992). Assim como ocorre com o ginseng, o uso da Pfaffia tornou-se uma
panacéia, sendo popularmente denominada como “paratudo”. Dentre as várias
indicações terapêuticas, o ginseng-brasileiro também é utilizado para tratar
distúrbios do aparelho digestivo (OLIVEIRA, 1986). Em nosso laboratório foram
realizados estudos com diferentes extratos obtidos da Pfaffia sp (Tabela 5.1),
validando esta indicação popular.
Tabela 5.1: Efeito gastroprotetor de extratos da Pfaffia sp.




















ü    ü     ü ü    ü     ü       ü
ü Efeito positivo
 Efeito negativo
Dentre os estudos realizados (Tabela 5.1), o extrato hidroalcoólico das
raízes da P. glomerata apresentou maior espectro de ação nos diferentes modelos
experimentais utilizados. Entretanto, os mecanismos de ação e os constituintes
químicos responsáveis pelas atividades anti-secretora e protetora gástrica ainda
não foram determinados. Portanto, o objetivo deste estudo foi identificar vias
envolvidas no mecanismo de ação do extrato hidroalcoólico das raízes de Pfaffia
glomerata (Spreng) Pedersen responsáveis por seu efeito protetor gástrico e
identificar os princípios ativos responsáveis por estas ações, através de um
fracionamento biomonitorado.
As ações anti-úlcera e anti-secretora das raízes da P. glomerata parecem
estar relacionadas a compostos de polaridades diferentes, pois dentre os três
extratos brutos (EHaP50, EHaP70 e EHaP90), o EHaP50 foi o mais efetivo contra
as lesões induzidas pelo etanol, porém não foi capaz de reduzir a secreção ácida
gástrica no modelo da ligadura pilórica. Já o EHaP70 foi o mais efetivo em reduzir a
secreção ácida gástrica, mas não foi capaz de proteger a mucosa gástrica contra
as lesões induzidas por etanol. Com estes resultados foi então determinado que os
processos de purificação e os estudos dos mecanismos de ação seriam realizados
a partir dos extratos mais ativos em cada modelo.
Antes de iniciar a purificação dos extratos, a atividade protetora gástrica do
EHaP50 foi caracterizada nos modelos de indução de lesões por agente
necrosante (etanol), por estresse (imobilização e frio) e por antiinflamatório não
esteroidal (indometacina). Estes modelos clássicos de lesão gástrica aguda que
utilizam etanol, indometacina e estresse para a indução de úlceras não
representam integralmente a patologia humana, uma vez que as lesões gástricas
em roedores são superficiais, múltiplas e induzidas por diferentes mecanismos. No
entanto, estes modelos experimentais fornecem importantes indicativos da ação de
produtos sobre o trato gastrointestinal, já que o uso abusivo de álcool, o estresse
excessivo e contínuo e o uso crônico de AINEs são as causas mais
freqüentemente envolvidas na etiologia das patologias gástricas no homem
(LEVENSTEIN et al, 1998; RAIHA et al, 1998; SCHMASSMANN, 1998).
O EHaP50 foi efetivo em proteger a mucosa gástrica nos três modelos
utilizados (etanol, indometacina e estresse), sugerindo que nas raízes da P.
glomerata existem princípios ativos capazes de aumentar os fatores de proteção
gástrica. Como o EHaP50 foi 2,8 vezes mais potente em proteger contra lesões
induzidas por etanol (DE50 = 314mg/kg) do que lesões induzidas por indometacina
(DE50 = 908mg/kg) e por estresse (866mg/kg), passamos a utilizar a metodologia
de lesão induzida por etanol para monitorar o fracionamento do EHaP50.
Apesar das três frações do EHaP50 (FAE(50), FBut(50) e FAq(50)) terem
protegido a mucosa contra as lesões induzidas por etanol, a DE50 real da FBut(50)
foi a que mais se aproximou da DE50 teórica, sugerindo que os princípios ativos
gastroprotetores do EHaP50 foram melhor purificados com este solvente (n-
butanol). Além disso, a FBut(50) (DE50 = 14,8 mg/kg) protegeu a mucosa gástrica
contra as lesões induzidas por etanol com uma potência 20 vezes maior do que o
extrato que lhe deu origem (DE50 de EHaP50 = 314 mg/kg). Portanto, escolhemos
esta fração (FBut(50)) para dar continuidade aos estudos.
Estudos recentes demonstraram que a purificação com n-butanol de
extratos hidroalcoólicos das raízes de P. glomerata, coletadas em diferentes
regiões, apresentaram um teor de 13,5 ± 2,0% de saponinas totais (VIGO et al,
2003). Para verificar se a proteção da mucosa gástrica demonstrada pela FBut(50)
estava ocorrendo devido a presença de saponinas nesta fração, saponinas foram
precipitadas com éter (fracionamento A), obtendo as frações precipitado (FPB(50)) e
sobrenadante (FSB(50)) de FBut(50). Entretanto, nenhuma dessas frações protegeu a
mucosa gástrica contra as lesões induzidas por etanol, sugerindo que a
gastroproteção produzida pela P. glomerata não esteja ocorrendo apenas pela
presença destas saponinas nas raízes, mas pela interação de e/ou com outros
grupos químicos presentes na fração.
Como as frações obtidas por precipitação com éter não apresentaram
atividade, a FBut(50) foi particionada com clorofórmio (fracionamento B), obtendo-se:
a fração clorofórmica (FCB(50)), a fração aquosa (FAqB(50)) e a fração emulsão
(FEB(50)). A FEB(50) foi a única ativa com uma DE50 de 3,3 mg/kg. Esta fração
protegeu a mucosa gástrica contra as lesões induzidas pelo etanol com uma
potência 95 vezes maior do que o EHaP50, sugerindo que o efeito gastroprotetor
não esteja ocorrendo apenas pela formação de uma barreira mecânica (já que a
concentração da FEB(50) administrada foi baixa), e que existe no EHaP50 um
princípio ativo capaz de proteger a mucosa gástrica contra as lesões agudas
induzidas por etanol através de um mecanismo de ação mais específico.
Na seqüência, a fração emulsão (FEB(50)) foi fracionada em coluna
cromatográfica, originando 4 frações (FEB1(50), FEB2(50), FEB3(50) e FEB4(50)).
Nenhuma dessas frações protegeu a mucosa gástrica contra as lesões induzidas
por etanol. Neste experimento, foi testada também, como controle positivo, a fração
de origem (FEB(50)), na dose que foi efetiva em 80%. Entretanto, essa dose de
FEB(50) não protegeu mais a mucosa gástrica contra as lesões como havia feito
antes. Fomos então verificar, em experimentos anteriores, a porcentagem de
proteção gástrica obtida com o extrato da P. glomerata e com suas frações durante
os últimos 3 a 5 meses. Observamos que o extrato bruto teve sua atividade
protetora gástrica preservada, enquanto a FBut(50) perdeu 44% de sua atividade e a
FEB(50) tornou-se inativa. Esses resultados sugerem que o princípio ativo das
raízes da P. glomerata, ao ser fracionado, pode perder a estabilidade química,
levando a diminuição da atividade gastroprotetora.
Como as frações de EHaP50 perderam a atividade conforme descrito
anteriormente, ao invés de prosseguir até obter um principio ativo isolado,
preparamos um novo lote do extrato bruto e da fração butanólica. Para verificar a
atividade deste novo lote, o EHaP50 e a FBut(50) foram testados novamente no
modelo de lesões induzidas por etanol. Este EHaP50 protegeu a mucosa gástrica
com uma potencia semelhante (DE50 = 301 ± 170 mg/kg) ao EHaP50 obtido
anteriormente (DE50 = 314 ± 130 mg/kg). As frações butanólicas (FBut(50)) do lote
atual e do anterior, com a dose de 100 mg/kg, protegeram a mucosa gástrica na
mesma proporção (71- e 88%). Com a atividade gastroprotetora de EHaP50 e da
FBut(50) confirmada, partimos para a investigação do mecanismo de ação.
Como os agentes necrosantes, tais como o etanol, aumentam os níveis de
peroxidação lipídica e reduzem os níveis de glutationa reduzida na mucosa gástrica
(SALIM, 1990; KWIECIEÑ et al., 2002), fomos verificar se a gastroproteção
promovida pelos constituintes da P. glomerata estava ocorrendo por alterações em
enzimas antioxidantes. Para isso, preparamos citosóis de tecido gástrico de ratos e
caracterizamos as enzimas glutationa S-transferase (GST) e a NADP(H):quinona
oxidorredutase-1 (NQO1) gástricas. Os dados obtidos mostraram uma cinética de
reação similar às obtidas por outros pesquisadores em outros tecidos (SANCHEZ
et al., 2003).
Com as enzimas já caracterizadas, induzimos as lesões gástricas em
animais pré-tratados com o EHaP50 e com a FBut(50), quantificamos os níveis de
GSH e a atividade das enzimas NQO1 e GST gástricas desses animais. Na
literatura existem alguns trabalhos demonstrando que o etanol reduz os níveis de
GSH assim como a atividade da GST (SALIM, 1990; PUSHPAKIRAN et al., 2004).
Em nossos experimentos o etanol induziu um pequeno aumento da atividade da
GST e a redução dos níveis de GSH, sugerindo que o etanol estava efetivamente
reagindo com a GST, pois esta enzima promove a detoxificação de substâncias
através da conjugação com o GSH (Revisado por CNUBBEN, 2001). O EHaP50
impediu a redução dos níveis de GSH e o aumento da atividade da GST induzido
pelo etanol, sugerindo que o EHaP50 protege a mucosa gástrica por manter fatores
de defesas antioxidantes (GSH), tornando-se desnecessária a elevação da
atividade da GST.
O GSH, além de agir como seqüestrador de radicais livres, ainda interage
com outras enzimas antioxidantes, assim como a NQO1 (Revisado por CNUBBEN
et al., 2001). Neste estudo, a administração de etanol reduziu a atividade da NQO1
gástrica. Na literatura não existem dados que indiquem como o etanol afeta a
atividade da NQO1. No entanto, na padronização dos ensaios enzimáticos
verificamos que a atividade específica da NQO1 é 10 vezes maior que a da GST,
sugerindo que o envolvimento da NQO1 é importante na proteção da mucosa
gástrica como sistema antioxidante. Essa enzima catalisa a redução de dois
elétrons de quinonas (endógenas e exógenas) formando hidroquinonas, sem que
haja a produção de espécies reativas do oxigênio, auxiliando na proteção da
membrana celular contra os danos oxidativos (Revisado por ROSS et al., 2000).
O EHaP50 protegeu a mucosa gástrica contra as lesões induzidas pelo
etanol e aumentou a atividade da NQO1. A dose de FBut(50) que protegeu a
mucosa gástrica contra as lesões induzidas por etanol não interferiu com o sistema
antioxidante GSH e GST, mas impediu a redução da atividade da NQO1 gástrica
promovida pelo etanol; sugerindo que a manutenção da atividade da NQO1 seja
um dos mecanismos mais importantes para o efeito gastroprotetor da P. glomerata.
Vários triterpenóides e esteróides tem demonstrado possuir atividade anti-
úlcera (BORRELLI & IZZO, 2000; LEWIS & HANSON, 1991; NAVARRETE et al.,
2002). Já foi proposto que é necessária a presença do grupamento hidroxila na
posição C-3 de esteróides e de triterpenos para que exerçam a atividade anti-
úlcera (NAVARRETE et al., 2002). Dentre os compostos presentes na FBut(50), três
estão em maior concentração, que podem ser esteróides do tipo ecdisterona e
rubrosterona. Já foi relatado que estes compostos estão presentes na espécie P.
glomerata (SHIOBARA et al., 1993) e ambos possuem o grupamento hidroxila em
C-3 responsável pela atividade anti-úlcera.
Em estudos anteriores realizados em nosso laboratório (FREITAS et al.,
2004) demonstramos que o extrato aquoso da P. glomerata reduziu a secreção
ácida estimulada por histamina, mas não por betanecol e pentagastrina. No estudo
atual, o EHaP70 inibiu a secreção estimulada tanto por histamina, como por
betanecol e por pentagastrina. Esta diferença entre os efeitos obtidos com o extrato
aquoso e com o etanólico (EHaP70) pode ser explicada pela diferença da
polaridade dos solventes utilizados. Esta hipótese foi reforçada pela atividade anti-
secretora ácida da fração ativa do EHaP70 (a FE(70)), que foi extraída por partição
com acetato de etila:água. A FE(70) corresponde à emulsão intermediária formada
entre a fase aquosa e a fase acetato de etila, consequentemente, esta fração ativa
apresenta uma polaridade intermediária.
Como o EHaP70 inibiu a secreção ácida gástrica estimulada pelas três vias
(histaminérgica, colinérgica e endócrina), e como a regulação da secreção de ácido
no estômago é um processo complexo (envolvendo muitos tipos celulares,
hormônios e mediadores) que converge para uma etapa final comum envolvendo a
enzima H+, K+-ATPase (SACHS, 1997), levantamos a hipótese de que os
constituintes da P. glomerata poderiam estar inibindo a atividade da H+,K+-ATPase.
A FE(70) inibiu a atividade in vitro da H+,  K+-ATPase isolada da mucosa
gástrica de coelho. No entanto, não podemos relacionar a dose que promoveu o
efeito anti-secretor de ácido obtido in vivo com a concentração inibitória da FE(70)
que inibiu a atividade da H+, K+-ATPase in vitro. Para verificar a relação entre estas
quantidades (dose e concentração), quantificamos a atividade da bomba de
prótons (H+, K+-ATPase) presentes em microssomos gástricos isolados da mucosa
de ratos tratados com a FE(70) (100 mg/kg).
A redução da acidez (44%) da secreção ácida gástrica promovida pela
FE(70) (ligadura pilórica) não foi quantitativamente diferente da redução da atividade
da H+, K+-ATPase (36%). Não foi observado alteração entre os valores do Km das
H+, K+-ATPases dos diferentes grupos, entretanto houve uma redução no Vmáx
das H+, K+-ATPase isoladas da mucosa gástrica dos animais tratados com a FE(70),
sugerindo que a FE(70) produz uma inibição não competitiva da bomba de prótons.
Estes ensaios com a bomba de prótons foram realizados após a
padronização da metodologia e a caracterização da enzima. Foi sempre
confirmado que a hidrólise do ATP não foi produzida pela presença da Na+, K+-
ATPase da membrana celular uma vez que a ouabaína, um inibidor seletivo desta
isoforma, não afetou a atividade ATPásica na preparação. Como controle positivo,
foi utilizado o omeprazol (inibidor específico não competitivo da H+,  K+-ATPase)
que inibiu a atividade ATPásica.
Em estudos anteriores também foi observado a participação da via L-
arginina-NO no efeito gastroprotetor do extrato aquoso das raízes da P. glomerata
(FREITAS et al., 2004). A dose de 1 g/kg inibiu a secreção ácida gástrica e
aumentou os níveis de óxido nítrico liberados na secreção, mas não foi observada
uma correlação entre a dose e o efeito, sugerindo que outros mecanismos estariam
interferindo na inibição da secreção acida gástrica pelo extrato.
No estudo atual, o EHaP70 inibiu a secreção ácida e aumentou os níveis
de NOx quantificados na secreção. A inibição da NO sintase (por L-NAME) impediu
o aumento de NOx na secreção induzido pelo EHaP70, mas não impediu o
aumento do NOx no tecido gástrico, sugerindo que o NO ainda estava sendo
liberado.
É importante notar que o NOx plasmático permaneceu elevado na hora da
morte dos animais tratados com a FE(70), o que reforça a hipótese da contínua
ativação da formação de NO pelos constituintes da P. glomerata, possibilitando sua
ação em alvos importantes da secreção ácida gástrica. O aumento de NOx pelo
EHaP70 e a FE(70) pode estar inibindo a bomba de prótons, já que tem sido descrito
uma interação entre o aumento da formação de NO e a inibição da atividade da
H+,K+-ATPase (BULUT et al., 1999). No entanto, neste estudo não foi possível
identificar como ocorre esta interação.
O aumento de NOx pelos constituintes da P. glomerata também pode estar
favorecendo a ativação de mecanismos de proteção tanto epiteliais quanto sub-
epiteliais, como o aumento da liberação de muco e a manutenção do fluxo
sanguíneo gástrico (efeitos já descritos como conseqüência do aumento de NO)
(Revisado por MARTIN et al., 2001). Estes efeitos ainda podem estar sendo
favorecidos pelo aumento da síntese das prostaglandinas induzido pela P.
glomerata, pois já sabe-se que o NO pode aumentar a atividade da COX
(SALVEMINI et al., 1993). No entanto, mais estudos devem ser realizados para
verificar o envolvimento das prostaglandinas no efeito gastroprotetor da P.
glomerata.
Esta relação entre as vias COX/NOS foi observada em nosso estudo com a
administração de indometacina (inibidor da COX), que reduziu em 48% os níveis de
NOx gástricos. O EHaP70 reverteu a redução de NOx induzida pela indometacina,
sugerindo que os constituintes da P. glomerata possam estar estimulando vias
comuns da NOS e da COX. No entanto, nossos experimentos não possibilitaram
saber em que ponto da via o EHaP70 pode estar atuando.
Neste estudo também foi observado um aumento de NOx no fundo gástrico
de animais tratados com a FE(70). Em condições patológicas, as enzimas COX-2 e
iNOS são expressas e catalisam a formação de prostanóides (principalmente
PGE2), NO e intermediários oxigenados, como o peroxinitrito (ONNO.) (VANE et al.,
1994). O ONNO. tem a capacidade de oxidar proteínas, lipídeos e ácido nucléico,
além de interagir com grupos tióis (SH) e resíduos de tirosina (WISEMAN e
HALLIWELL, 1996; STAMLER, 1994) lesionando não só a célula, mas todo o
material genético. Para avaliar se o aumento de NO induzido pela FE(70) favorece a
formação de moléculas citotóxicas, como o ONNO., quantificamos os níveis de
GSH no plasma e no estômago destes animais. A dose de FE(70) que induziu o
aumento de NO no fundo gástrico, também manteve o GSH em níveis semelhantes
ao grupo controle, sugerindo que este aumento dos níveis de NO induzido pela
FE(70) não é lesivo às células.
Analisando nossos dados, a fração FE(70) parece ser constituída de
diferentes triterpenos ligados à açúcar, sugerindo que estes sejam os responsáveis
pelo efeito anti-secretor de ácido e pela gastroproteção (via óxido nítrico) da P.
glomerata.
Para verificar se os extratos que apresentaram efeitos gastroprotetor
(EHaP50) e anti-secretor de ácido (EHaP70) alteravam a motilidade gastrintestinal,
estes foram testados nos modelos experimentais que avaliam o esvaziamento
gástrico de semi-sólidos e o transito intestinal, e no modelo de diarréia induzida por
óleo de rícino.
Ambos os extratos inibiram o esvaziamento gástrico. No entanto, o efeito
pelo EHaP50 foi evidente em 30 minutos após o tratamento, desaparecendo em 1
hora. Já a inibição do esvaziamento gástrico produzido pelo EHaP70 foi observada
tanto em 30 minutos quanto em 1 hora após a sua administração, o que reforça a
idéia de que os extratos possuem diferentes grupos químicos e/ou diferentes
concentrações de princípios ativos.
Os extratos inibiram o esvaziamento gástrico, mas não alteraram o transito
intestinal nem a diarréia induzida por óleo de rícino, sugerindo que o efeito inibitório
dos constituintes presentes nos extratos da P. glomerata sobre a motilidade
gastrintestinal não envolve a inibição do tônus parassimpático como um todo.
Sugerimos ainda que neste efeito inibitório sobre o esvaziamento gástrico pode
estar envolvido um mediador gástrico local, tal como o NO, pois estudos
demonstram que inibidores da NOS aumentam a freqüência de contrações
gástricas e aumentam o esvaziamento gástrico (TACK et al., 2002), assim como
doadores de NO inibem o esvaziamento gástrico e promovem a acomodação da
região proximal do estômago (KONTUREK et al., 1995).
O conjunto de resultados descritos permite sugerir que as raízes da P.
glomerata é um potencial fitoterápico para o tratamento de algumas dispepsias,
como úlceras e gastrites, pois enquanto as drogas disponíveis atualmente para o
tratamento das úlceras pépticas desempenham seu efeito apenas por reduzir
fatores agressivos da mucosa gástrica (como os antiácidos e inibidores da
secreção ácida gástrica) ou por estimular fatores defensivos (como o análogo de
prostaglandina), as raízes da P. glomerata possuem diferentes compostos que
agem em conjunto na ativação de fatores defensores e na redução de fatores
agressores da mucosa gástrica. Além disso, os produtos naturais também podem
contribuir para a terapêutica dos distúrbios gástricos, fornecendo um tratamento
talvez mais acessível para atender uma grande parcela da população brasileira
(70-80%) que não tem poder aquisitivo suficiente para participar do mercado
consumidor (FERREIRA et al., 1998).
6 CONCLUSÕES
Os principais resultados obtidos mostraram que:
Quando comparamos doses equivalentes (500 mg/kg) dos extratos
hidroalcoólicos (50, 70 e 90 %) da P. glomerata, observamos que o extrato obtido
com 50 % de etanol (EHaP50) foi mais efetivo em proteger a mucosa gástrica
contra lesões induzidas pelo etanol, e o extrato obtido com 70 % de etanol
(EHaP70) foi mais efetivo em reduzir a secreção ácida gástrica no modelo de
ligadura pilórica. Estes resultados sugerem a presença de diferentes princípios
ativos nestes extratos.
A partição do EHaP50 foi biomonitorado através do modelo de lesões
induzidas por etanol, porque a atividade anti-úlcera do EHaP50 foi 2,8 vezes maior
neste modelo (DE50 = 314 mg/kg) do que no modelo de lesões induzidas por
indometacina (DE50 = 908 mg/kg) e estresse (DE50 = 866 mg/kg).
Com o armazenamento do material durante um período de 3 a 5 meses,
observamos que enquanto o extrato bruto (EHaP50) manteve a atividade protetora
gástrica, a fração do EHaP50 (FBut(50)) apresentou uma redução da atividade (44
%) e a fração da FBut(50) (FEB(50)) perdeu totalmente a sua atividade, sugerindo
que princípios ativos presentes nas raízes da P. glomerata perdem a estabilidade
na ausência de compostos importantes para a sua manutenção, que estão
presentes no extrato bruto.
Como as mesmas doses do EHaP50 (0,3 e 1,0 g/kg) que protegeram a
mucosa gástrica contra as lesões induzidas por etanol, também foram capazes de
impedir a queda dos níveis de GSH gástricos, o aumento da atividade da GST
presente na região glandular gástrica e a redução da atividade da NQO1
promovidos pelo etanol, e como a dose da FBut(50) (100 mg/kg) que protegeu a
mucosa gástrica contra as lesões induzidas por etanol não interferiu com o sistema
antioxidante GSH e GST, mas impediu a redução da atividade da NQO1 gástrica
promovida pelo etanol; sugerimos que a manutenção da atividade da NQO1 seja
um dos mecanismos mais importantes para o efeito gastroprotetor das raízes de P.
glomerata.
O EHaP70 inibiu a secreção ácida e aumentou os níveis de NOx
quantificados na secreção. A inibição da NO sintase (por L-NAME) impediu o
aumento de NOx na secreção induzido pelo EHaP70, mas não impediu o aumento
do NOx no tecido gástrico, sugerindo que o EHaP70 ainda estava induzindo a
formação do NO, e que o seu aumento (NO) poderia estar inibindo a atividade da
H+,K+-ATPase.
Como a indometacina reduziu em 48 % os níveis de NOx e o EHaP70
reverteu esta redução, sugerimos que os princípios ativos presentes neste extrato
podem estar estimulando vias comuns da NOS e da COX, contribuindo para o
aumento de fatores protetores da mucosa gástrica.
A fração FE(70) originada do EHaP70 foi 8 vezes mais potente (DE50 = 62
mg/kg) em reduzir a secreção ácida gástrica que o extrato de origem (DE50 = 476
mg/kg), e como a FE(70) inibiu a H+,K+-ATPase in vitro (CI50 = 640 µg/ml) em
microssomos isolados da mucosa gástrica de coelho e in vivo em microssomos
gástricos isolados da mucosa de ratos tratados com a FE(70) (100 mg/kg),
sugerimos que esta seja a ação principal responsável pelo efeito anti-secretor de
ácido observado com o EHaP70, que reduziu a secreção ácida gástrica basal e
impediu o aumento da secreção ácida induzido por histamina (35 %), por betanecol
(24 %) e por pentagastrina (52 %).
Não foi observado alteração entre os Km das H+, K+-ATPases dos
diferentes grupos tratados in vivo, entretanto observamos a redução de 14 % no
Vmáx das H+, K+-ATPase isoladas da mucosa gástrica dos animais tratados com a
FE(70), sugerindo que a FE(70) produz uma inibição não competitiva da bomba de
prótons.
O EHaP50 e o EHaP70 inibiram o esvaziamento gástrico, mas não
alteraram o trânsito intestinal nem a diarréia induzida pelo óleo de rícino, sugerindo
que este efeito inibitório sobre o esvaziamento gástrico possa estar ocorrendo
através de um mediador gástrico local, como o NO, não envolvendo a ativação do
tônus parassimpático como um todo.
O conjunto de nossos resultados permite sugerir que no mecanismo de
ação do efeito gastroprotetor das raízes da P. glomerata estão envolvidos o
aumento de fatores protetores da mucosa gástrica, como a ativação de
mecanismos antioxidantes, tanto enzimáticos (envolvendo a NQO1), quanto não
enzimático (através do GSH), e a redução de fatores agressores, tais como a
inibição da secreção ácida gástrica através do aumento de óxido nítrico e da
inibição da H+,K+-ATPase. Estudos químicos por CLAE e 1H-RNM indicam a
presença de triterpenos na FE(70) e esteróides na FBut(50) como compostos
majoritários, sugerindo que estes compostos possam ser os responsáveis pelo
efeito gastroprotetor das raízes da P. glomerata.
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8 ANEXO
8.1 ANÁLISES QUÍMICAS DA FBUT(50) E DA FE(70)
As frações FBut(50) e FE(70) quando analisadas por cromatografia líquida de
alta eficiência (CLAE) e espectroscopia de ressonância nuclear magnética de
hidrogênio (1H-RNM), obteve-se os seguintes resultados:
8.1.1 FBut(50)
O cromatograma obtido da FBut(50), analisada por CLAE em sistema
Varian, mostra que esta fração é uma mistura de compostos com diferentes tempos
de retenção (Tr = min). Dentre estes compostos, 3 estão em maior concentração:
1.17min (32%); 1.54min (11,12%); 3.68min (28.43%) (figura 8.2). O sistema Varian
permite analisar a amostra em apenas um comprimento de onda (), que foi de
210nm. Este sistema de eluição não permitiu uma boa eluição como observado em
relação ao cromatograma da mesma amostra em sistema DIONEX, usando como
fase móvel a mistura de H2O/ACN 1:1 em meio ácido (0,1%TFA).
A análise em sistema Dionex, (Cromeleon) permitiu analisar a FBut(50) com
detecção em diode array (DAD).. O perfil cromatográfico de FBut(50) mostra que
esta fração apresenta-se como uma mistura de compostos de diferentes tempos de
retenção. Dentre estes compostos, 3 estão em maior concentração: 1.84 min
(38.24%), 2.48 min (22.92%) e 16.60 min (26.54%) (figura 8.3).
Com base em dados da literatura, as raízes da P. glomerata apresentam
como constituintes químicos o ácido glomérico (triterpenóide), o ácido pfamérico
(nortriterpenóide), a ecdisterona, a rubrosterona, o ácido oleanólico e o oleanolato
de -glucopiranosil (SHIOBARA et al., 1993). Analisamos as amostras por 1H-RNM
para comparar com os compostos já descritos na literatura. O espectro de
Ressonância Nuclear Magnética de 1H em D2O da FBut50 (figura 8.4) apresentou
os seguintes deslocamentos químicos:
§ sinais simples entre δ 0.74 – δ1.24, característicos de hidrogênios de
metilas(CH3) ligada a carbonos sp3;
§ dois singletos em δ 1.22 atribuídos as duas metilas (CH3) ligadas a
carbono oximetínico [-COH(CH3)2], da porção terminal da cadeia da ecdisterona
(figura 8.1);
RubrosteronaEcdisterona
Figura 8.1: Estrutura química da ecdisterona e da rubrosterona.
§ sinais múltiplos na região de δ 1.2 a δ 2.2, característicos de
hidrogênios dos CH2 dos anéis esteroidais, presentes tanto na rubrosterona quanto
na ecdisterona (figura 8.1);
§ um sinal triplo em δ 1.77, característico de hidrogênio do CH2 vizinho ao
grupo C=O, atribuído ao CH2 (C-16) do anel de cinco carbonos semelhante ao
observado para o anel da rubrosterona;
§ sinais em δ 3,2 a δ 4,2, característico de hidrogênio oximetínico
(CHOH), de hidrogênios ligados aos C-2 e C-3 da rubrosterona e da ecdisterona;
§ dois  sinais largos com δ 7,51 e δ7,52 dos hidrogênios  ligados ao
carbonos sp2 do anel B do esteróide (H-C-7).
Os dados de CLAE e 1HRMN obtidos com a FBut(50) sugerem que a
mesma é uma mistura contendo três compostos majoritários, que podem ser
esteróides do tipo ecdisterona e rubrosterona (observados pela 1H-RNM), já
relatados anteriormente para a espécie P. glomerata (SHIOBARA et al., 1993). No
entanto, estes resultados precisam ser confirmados com a obtenção dos
compostos puros e com novas análises.
Figura 8.2: Perfil cromatográfico da FBut(50), obtido com um sistema de
cromatografia líquida de alta eficiência em sistema Varian, coluna RP-C-
18 90A (150 x 4,60mm) eluída com metanol:água 50:50 em fluxo contínuo
de 1,0ml/min (Seção de Fisiologia e Bioquímica da Secretaria do Meio
Ambiente de São Paulo). Os dados foram obtidos e analisados pela Dra.






















































































































Figura 8.3: Perfil cromatográfico da FBut(50), obtido com um sistema de cromatografia
líquida de alta eficiência em  sistema Dionex, coluna RP-C-18 90A (150 x 4,60mm)
eluída com H2O 0,1% de TFA:ACN0 e 1% de TFA (50:50) em fluxo contínuo de
1,0ml/min (Seção de Fisiologia e Bioquímica da Secretaria do Meio Ambiente de São
Paulo). Os dados foram obtidos e analisados pela Dra. Luce Maria Brandão Torres.
Figura 8.4: Espectro de Ressonância Nuclear Magnética de 1H em D2O (com supressão do solvente água) da fração
FBut50 em Espectrofotômetro Brucker (DRX-500) (Central Analítica da Universidade de São Paulo).
4.1.4.2 FE(70)
O cromatograma da FE(70) foi obtido por CLAE em sistema Dionex com
detecção em diode array (DAD).. Os dados mostram que esta fração apresenta-se
como uma mistura de compostos de diferentes tempos de retenção. Dentre estes
compostos, 2 estão em maior concentração: 1.89 min (58.23%) e 2.69 min
(12.30%) (figura 8.5).
Analisamos a FE(70) por 1H-RNM em D2O (figura 8.6). O espectro obtido
apresentou os seguintes deslocamentos químicos:
§ sinais simples entre δ 0.73 – δ1.17, característicos de metilas ligadas a
carbonos sp3; em um total de 7 metilas;
§ sinais múltiplos na região entre δ 1.2 a δ 2.2, característicos de
hidrogênios de CH2 dos anéis alifáticos;
§ sinais na região de δ 3.28 a δ 4.56, característicos de hidrogênios
ligados a carbono oximetínico (CHOH);
§ sinais entre δ 5.10 a δ 5.45, característico de hidrogênios ligados a
carbono sp2 (C=C);
§ um sinal duplo com δ 4.57, com constante de acoplamento (J) de 8Hz,
do hidrogênio anomérico do açúcar na forma  piranosídica;
§ um sinal  duplo com δ 4.60, com constante de acoplamento (J) de 8Hz
do hidrogênio anomérico, oximetínicos em posição axial  do açúcar ligado, na
forma  piranosídica. Este sinal é aproximadamente a metade da altura do sinal em
δ 4.57, sugerindo uma mistura de dois compostos de natureza terpênica ligados a
açúcar e em concentrações diferentes.
Os dados de CLAE e 1HRMN obtidos com a FE(70) sugerem que a mesma
é uma mistura contendo três compostos majoritários. Os dados espectrais e os
testes fitoquímicos realizados com as raízes da P. glomerata (FREITAS, 2000)
indicam que a FE(70) é constituída de triterpenos ligados à açúcar.
Figura 8.5: Perfil cromatográfico da FE(70), obtido com um sistema de
cromatografia líquida de alta eficiência em sistema Dionex, coluna RP-C-18
90A (150 x 4,60mm) eluída com H2O 0,1% de TFA:ACN0 e 1% de TFA (50:50)
em fluxo contínuo de 0,8ml/min (Seção de Fisiologia e Bioquímica da
Secretaria do Meio Ambiente de São Paulo). Os dados foram obtidos e
analisados pela Dra. Luce Maria Brandão Torres.
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Figura 8.6: Espectro de Ressonância Nuclear Magnética 1H em D2O (com supressão de solvente) da fração Fe70 em
Espectrofotômetro Brucker (DRX-500) (Central Analítica da Universidade de São Paulo).
